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Resum 
Introducció: Les micobactèries són microorganismes responsables d'importants malalties 
infeccioses com la tuberculosi, la lepra i les micobacteriosis. Algunes de les característiques 
pròpies d'aquests bacteris fan que la seva identificació microbiològica sigui lenta i costosa. 
L'espectrometria de masses amb matriu assistida per làser desorció/ionització en temps de vol 
(MALDI-TOF) serveix per detectar proteïnes i ha demostrat ser molt eficaç per a la 
identificació de bactèries convencionals. No obstant, les micobactèries necessiten un 
tractament específic prèvia extracció de proteïnes degut a l'elevada concentració lipídica de la 
seva paret.  
Objectius: a) Analitzar la possibilitat d'utilitzar MALDI-TOF per a la identificació de les 
espècies del gènere Mycobacterium, i b) analitzar i optimitzar diversos protocols d'extracció de 
proteïnes necessari per a la identificació de micobactèries. 
Materials i mètodes: Estudi retrospectiu (març-juny de 2014) al laboratori de micobactèries 
del Servei de Microbiologia de l'Hospital Universitari de Bellvitge (l'Hospitalet de Llobregat). Es 
varen analitzar 66 soques d'aïllaments de mostres clíniques, lesquals es van identificar  
mitjançant mètodes de referència: a) fenotípics; b) immunocromatogràfics i c) moleculars 
(PCR-hibridació reversa i seqüenciació). L'estudi proteínic de les soques es va realitzar 
mitjançant el MALDI-TOF Microflex LT (Brucker Daltonics®). Els protocols analitzats 
d'extracció de proteïnes han estat tres: l'establert pel fabricant (A: amb acetonitril i àcid fòrmic) 
i dos més proposats en aquest projecte (B: afegint congelació i C: afegint congelació amb 
centrifugació i emprant el sobrenedant). Tots els assajos es van realitzar per triplicat.                       
El programa informàtic dóna un valor (score) de 0 a 3 en funció de la coincidència dels 
resultats obtinguts amb aquesta llibreria. Un score ≥ 2 es considera identificació d'espècie,               
un score 1,7-1,999 identificació de gènere i un score 0-1,699 identificació no fiable. 
Resultats: En conjunt (A, B i C) la detecció de proteïnes va ser positiva en el 86% de les 
soques i en un 76% la identificació es va correlacionar amb els mètodes de referència incloent 
score < 1,7. El protocol B és el que va mostrar millors resultats: 23% amb score ≥ 2 i 54% amb 
score ≥ 1,7. No obstant, quan es varen sumar A+B+C, les dades obtingudes foren les 
següents: 36% amb score ≥ 2 i 56% amb score ≥ 1,7. El protocol A va resultar ser el menys 
eficaç: 9% amb score ≥ 2 i 11% amb score ≥ 1,7.  
Conclusions: Encara que el MALDI-TOF ha demostrat ser un mètode ràpid, senzill i 
econòmic en la identificació de les espècies micobacterianes, encara és necessari optimitzar 
el mètode d'extracció de proteïnes per millorar encara més la seva sensibilitat. 
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Resumen 
Introducción: Las micobacterias son microorganismos causantes de importantes  
enfermedades infecciosas como la tuberculosis, la lepra y las micobacteriosis. Algunas de las 
características propias de estas bacterias hacen que la identificación microbiológica sea lenta 
y costosa. La espectrometría de masas con matriz asistida por láser desorción/ionización en 
tiempo de vuelo (MALDI-TOF) sirve para detectar proteínas y ha demostrado ser muy eficaz 
para la identificación de bacterias convencionales. Las micobacterias, sin embargo, necesitan 
un tratamiento previo a la extracción proteica debido a la elevada concentración lipídica de su 
pared. 
Objetivos: a) Analizar la posibilidad de utilizar MALDI-TOF para la  identificación de las 
especies del género Mycobacterium. y b) analizar y optimizar diversos protocolos de 
extracción de proteínas necesario para la identificación de micobacterias. 
Materiales y métodos: estudio retrospectivo (marzo-junio de 2014) en el laboratorio de 
micobacterias del Servicio de Microbiología del Hospital Universitario de Bellvitge (Hospitalet 
de Llobregat). Se analizaron 66 cepas de aislamientos de muestras clínicas. La cepas fueron 
identificadas mediante métodos de referencia: a) fenotípicos; b) inmunocromatográficos; y c) 
moleculares (PCR-hibridación reversa y secuenciación). El estudio proteínico de las cepas se 
realizó mediante el MALDI-TOF Microflex LT (Brucker Daltonics®). Los protocolos analizados 
de extracción de proteínas fueron tres: el establecido por el fabricante (A: con acetonitrilo y 
ácido fórmico) y dos más propuestos en este proyecto (B: añadiendo congelación y C: 
añadiendo congelación con centrifugación y empleando el sobrenadante). Todos los ensayos 
se realizaron por triplicado. El programa informático da un valor (score) de 0 a 3 en función de 
la coincidencia de los resultados obtenidos con dicha librería. Un score ≥ 2 se considera 
identificación de especie, un score 1,7-1,999 identificación de género y un score 0-1,699 
identificación no fiable. 
Resultados: En conjunto (A, B y C) la detección de proteínas fue positiva en el 86% de las 
cepas y en un 76% la identificación se correlacionó con los métodos de referencia incluyendo 
score < 1,7. El protocolo B es el que mostró mejores resultados: 23% con score ≥ 2 y 54% con 
score ≥ 1,7. Pero cuando se sumaron A+B+C se obtuvieron los siguientes datos: 36% con 
score ≥ 2 y 56% con score ≥ 1,7. El protocolo A fue el menos eficaz: 9% con score ≥ 2 y 11% 
con score ≥ 1,7.  
Conclusiones: Aunque el MALDI-TOF ha demostrado ser un método rápido, sencillo y 
económico en la identificación de las especies micobacterianas, aún es necesario optimizar el 
método de extracción de proteínas para mejorar más su sensibilidad.   
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Abstract 
Background: Mycobacteria are important microorganisms causing infectious diseases such 
as tuberculosis, leprosy and mycobacteriosis. The characteristics of these bacteria make the 
microbiological identification slow and costly. Mass spectrometry with matrix-assisted by laser 
desorption / ionization time of flight (MALDI-TOF) enables the detection of proteins, which has 
been proved to be very useful for the identification of conventional bacteria. However, 
mycobacteria need pretreatment for the extraction of proteins, due to the high lipidic content of 
the cell wall. 
Objectives: a) To analyze the possibility of using MALDI-TOF for identification of species of 
the genus Mycobacterium, and b) to analyze and optimize different protein extraction protocols 
necessary for the identification of mycobacteria.  
Methodology: Retrospective study (March-June 2014) in the laboratory of mycobacteria in the 
Microbiology Department of the Hospital University of Bellvitge (Hospitalet de Llobregat). Sixty-
six strains of clinical isolates were analyzed. The strains were identified by reference methods: 
a) phenotype; b) immunochromatographic; c) molecular (PCR-reverse hybridization and 
sequencing). The proteomic study of strains was performed by MALDI-TOF Microflex LT 
(Brucker Daltonics ®). The protocols analyzed protein extraction were three: the one set by the 
manufacturer (A: acetonitrile and formic acid) and two additional protocols proposed in the 
project (B: adding freeze and C: adding freezing using centrifugation and the supernatant). All 
assays were performed in triplicate. The software gives a value (score) from 0 to 3 depending 
on the coincidence of the results obtained from this library. A score ≥ 2 is considered species 
identification, a score from 1.7 to 1.999 is considered gender identification, and score from 0 to 
1.699 denotes an unreliable identification. 
Results: Overall (A, B and C) protein detection was positive in 86% of the strains and 76% of 
the MALDI-TOF results correlated with the reference methods including score <1.7. The 
protocol B showed better results: 23% with a score ≥ 2 and 54% with a score ≥ 1.7. When 
combining A + B + C the results were the following: 36% with a score ≥ 2 and 56% with a 
score ≥ 1.7. Protocol A was the less effective: 9% with a score ≥ 2 and 11% with                                
a score ≥ 1.7.  
Conclusions: Although the MALDI-TOF has proven to be a rapid, simple and economical 
method for the identification of mycobacterial species, it is still necessary to optimize the 
protein extraction method to improve its sensitivity. 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1 Historia 
Las micobacterias son microorganismos involucrados en numerosas enfermedades 
infecciosas que han acompañado al hombre a lo largo de su historia. Éstas pertenecen a la 
orden de los Actynomicetales, a la familia Mycobacteriaceae y al género Mycobacterium. 
Su nombre deriva del prefijo griego "myces" que significa hongo y "bakterium" que significa 
pequeño bastón, pequeño bacilo similar a un hongo (Murray, 2009).  
Dentro de este género se encuentra el Mycobacterium tuberculosis complex 
(MTUBC) responsable de la enfermedad tuberculosa y que antiguamente era llamada tisis 
(del latín phthisis) (Bernier, 2006). La infección primaria tuberculosa tiene lugar en el 
pulmón, pero puede extenderse a otros órganos por diseminación hematógena. Se calcula 
que la población infectada por el bacilo de Koch representa un tercio de la población 
mundial pero sólo una pequeña parte padecerá la enfermedad tuberculosa propiamente 
dicha, según un informe de la OMS (World Health Organization, 2013-2014). Es la 
enfermedad infecciosa más mortífera del mundo, siendo la responsable de 
aproximadamente el 95% de las muertes por infección en países de renta baja y una de las 
tres principales causas de fallecimiento entre las mujeres de entre 15 y 44 años. Ésta, sin 
embargo, se puede curar y prevenir. 
No obstante, desde el año 1990, el número de personas enfermas está disminuyendo y 
también su tasa de mortalidad (reducción significativa de un 45 % aproximadamente). Entre 
los años 2005 y 2011 se salvaron en torno a 1,3 millones de vidas gracias a una buena 
asistencia, prevención y tratamiento adecuado. Es importante remarcar que el uso 
incorrecto de fármacos antituberculosos puede producir casos de multirresistencia o 
ultrarresistencia que dificulten su curación. 
En el año 2012 hubo 8,6 millones de personas que enfermaron de tuberculosis y 1,3 
millones  murieron, entre ellas más de 74.000 niños y 320.000 personas coinfectadas por 
VIH, una combinación letal y responsable principal de muerte por infección.  
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La OMS se ha planteado dos objetivos para el año 2015 que consisten en detener e 
invertir la incidencia de la tuberculosis y reducir a la mitad el número de fallecimientos por 
dicha enfermedad (en comparación con las cifras obtenidas el año1990). 
El Mycobacterium leprae es otro integrante de la familia Mycobacteriaceae y es el 
causante de la enfermedad leprosa o “lepra”. Se trata de un bacilo de multiplicación lenta 
que puede tardar más de 20 días en completar un ciclo de división y, además, nunca se ha 
podido aislar de manera artificial en cultivo de laboratorio. La lepra es una enfermedad 
curable con un periodo de incubación de cinco años, aunque los síntomas pueden tardar 
hasta 20 años en aparecer. Desde el año 1990 se ha conseguido curar cerca de 16 
millones de pacientes afectados de lepra gracias a un tratamiento eficaz. En el 2012 se 
detectaron 189.018 casos nuevos en el mundo (World Health, Organization 2014). 
El último grupo está constituido por las Micobacterias no tuberculosas (MNT) que han 
ido tomando un mayor protagonismo en los últimos años. Su papel como causantes de 
enfermedad se ha observado mayoritariamente en los países con un mayor desarrollo 
económico y también con la aparición de la infección por el VIH. Su mayor identificación se 
correlaciona con el desarrollo de nuevas técnicas de cultivo, diagnóstico y pruebas de 
sensibilidad (Mather et al., 2014). 
Se caracterizan por tener un menor poder patógeno que varía entre especies, pudiendo ser 
oportunistas o simplemente saprófitas. El reservorio principal de dichas micobacterias es el 
ambiente y en cuanto a su transmisión no se han reportado casos de contagio interhumano. 
Éstas presentan una mayor resistencia a los antimicobacterianos convencionales.  
De forma global y dependiendo de la zona geográfica en cuestión, el porcentaje de MNT 
identificadas respecto el total de micobacterias es del 15-45% (Alcaide Fernández de la Vega, 
F., personal communication). 
1.2 Clasificación y epidemiología 
Dentro del género Mycobacterium se han descrito 163 especies y 13 subespecies (Euséby, 
2014). Una clasificación de interés es dividirlas por el tipo de infección, diferenciándose tres 
grandes grupos. 
Identificación de las especies del género Mycobacterium mediante proteómica                       8 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
1.2.1 Mycobacterium tuberculosis complex (MTUBC) 
El MTUBC incluye M. tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis-BCG, 
Mycobacterium africanum, Mycobacterium caprae, Mycobacterium microti, Mycobacterium 
canetti y Mycobacterium pinnipedii (Pfyffer & Palicova, 2011). Algunos de ellos tienen 
características fenotípicas y rangos de huésped (mamífero) diferentes. La identificación del 
nivel de especie no es un mero ejercicio académico, sino que es importante para conocer su 
epidemiología y el curso de la enfermedad que causan. 
Hasta el momento la identificación del MTUBC es relativamente sencilla pero la 
caracterización de especie es un proceso de mayor complejidad técnica. Por ello, en la 
actualidad, la mayoría de los laboratorios de microbiología realizan una identificación del 
complejo y sólo en determinados casos, ante la sospecha clínica y/o microbiológica, se realiza 
una identificación más detallada para conocer la especie aislada.   
 M. tuberculosis 
Actualmente existe una elevada prevalencia de tuberculosis debido a la deficiencia de 
sistemas de salud (carencia de fármacos antituberculosos en algunas zonas geográficas), 
como también viviendas con exceso de habitantes. Toda la población es susceptible de 
padecerla pero hay determinados grupos más propensos por salud o exposición como es el 
caso de personas ancianas, alcohólicas, prisioneras y drogadictas. La pandemia de infección 
por VIH con la inmunodepresión que conlleva condicionó, a mediados de los 90, un aumento 
de la incidencia y prevalencia de la enfermedad tuberculosa a nivel mundial; se estima que un 
tercio de las muertes en pacientes con SIDA son por tuberculosis, siendo la infección por VIH 
el factor que confiere más riesgo para desarrollar una enfermedad tuberculosa.  
La vía más habitual de transmisión es la inhalación de aerosoles de M. tuberculosis 
procedentes de un paciente con tuberculosis pulmonar; la célula que interacciona con M. 
tuberculosis es el macrófago alveolar, que es incapaz de eliminar la bacteria de forma 
eficiente hasta no ser activado por los linfocitos T-CD4. Tras fagocitar a la bacteria presenta 
en su superficie péptidos de M. tuberculosis que son reconocidos por linfocitos T-CD4 
específicos, estableciéndose una relación de estimulación recíproca mediada por citoquinas 
entre ambas células. Si esta interacción es eficiente (respuesta Th2) se formaran granulomas 
que suponen la estrategia defensiva más eficaz  para destruir dicha bacteria. Todo este 
proceso tiene lugar en el pulmón y es lo que se conoce como tuberculosis primaria o 
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primoinfección. En la mayoría de los casos cursa de forma subclínica; en niños de 5 años, 
ancianos y en inmunodeprimidos es posible que progrese a enfermedad clínica y la 
diseminación hematógena (que habitualmente es silente) puede dar lugar a las formas más 
graves de tuberculosis primaria (tuberculosis miliar y meningitis tuberculosa) (Farreras-
Rozman, 2009).  
La tuberculosis pulmonar postprimaria, generalmente debida a una reactivación de 
infección latente, se localiza habitualmente en el lóbulo superior del pulmón y aparecen las 
denominadas “cavernas” tuberculosas (cavidades intrapulmonares visibles en los rayos x de 
tórax) que se corresponden con formas muy contagiosas de la enfermedad. Se manifiesta de 
forma habitualmente insidiosa, con fiebre, sudoración nocturna, pérdida de peso, anorexia, 
astenia y malestar general. Es frecuente la tos con esputo hemoptoico.  
Las manifestaciones extrapulmonares derivadas de su diseminación por vía linfática y 
hematógena son diversas: linfadenitis cervical y supraclavicular (localizaciones más 
frecuentes de la tuberculosis ganglionar, que es la manifestación extrapulmonar más 
frecuente, especialmente en infectados por VIH), pleuritis, pericarditis, sinovitis, meningitis e 
infecciones de la piel, articulaciones, huesos y órganos internos.  
 M. bovis 
M. bovis causa tuberculosis en el ganado, los humanos y otros primates, así como en otros 
animales como perros y gatos. Antiguamente era el agente etiológico de más del 25% de los 
casos de tuberculosis identificados, pero este porcentaje ha ido disminuyendo 
progresivamente representando en la actualidad menos del 23% de los casos registrados 
(Pfyffer & Palicova, 2011). La secuencia genómica de M. bovis tiene más de un 99.95% de 
coincidencia con la de M. tuberculosis (Garnier et al., 2003). Clínicamente se manifiesta de 
forma similar pero cabe destacar su mayor resistencia a la pyrazinamida (bactericida contra 
los bacilos intracelulares de metabolismo lento que permite reducir el tratamiento 
antituberculoso a 6 meses).  
 M. bovis-BCG 
El bacilo de Calmette-Guérin, usado para la vacuna antituberculosa en diferentes partes 
del mundo, tiene las mismas propiedades que M. bovis pero con una virulencia más atenuada. 
La vacunación con BCG se recomienda rutinariamente en el momento del nacimiento en 
países de alta prevalencia de tuberculosis. Algunos estudios sugieren que protege de formas 
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graves de tuberculosis primaria, como meningitis tuberculosa i tuberculosis miliar. En países 
con índice de desarrollo humano (IDH) alto no se recomienda su uso.  
BCG también juega un papel importante a nivel terapéutico en aquellos casos de cáncer de 
vejiga muy localizados o in situ. Su instilación intravesical genera una reacción inflamatoria 
local que ataca las células cancerígenas que invaden el tejido urotelial provocando su 
descamación y posterior eliminación.  
 
1.2.2 Mycobacterium leprae (ML) 
M. leprae es el agente etiológico de la lepra o enfermedad de Hansen, localizada  
principalmente en los países de IDH medio o bajo. Se trata de una enfermedad crónica, 
granulomatosa y debilitante que afecta predominantemente los tejidos corporales más fríos, 
especialmente la piel y el sistema nervioso periférico. Presenta un amplio espectro de  
lesiones anatomopatológicas y mecanismos inmunitarios.  
Existen dos formas polares de lepra (Tabla 1); por un lado, la lepra tuberculoide (MLT), 
caracterizada por lesiones cutáneas localizadas con un número escaso de bacilos 
demostrables y con buena respuesta inmune y, por el otro lado, la lepra lepromatosa (MLL), 
caracterizada por manifestaciones más generalizadas, abundantes bacilos demostrables en 
las lesiones  y ausencia de inmunidad celular que controle la infección (Farreras-Rozman, 
2009).        
Tabla 1. Clasificación de las lepras según la respuesta inmune, la clínica y el tratamiento. 










Sistema nervioso periférico 
Lesiones cutáneas 
Mutilaciones y deformidades 
Afectación visceral 
Tratamiento 
Dapsona + Rifampicina 
durante 6 meses. 
Dapsona + Rifampicina + Clofazimina 
durante 2 años. 
*Mitsuda: prueba cutánea de lepromina (similar a la PPD de la tuberculosis). 
1.2.3 Micobacterias no tuberculosas (MNT) 
Las MNT pueden ser de crecimiento lento o rápido. Esta diferencia es importante a la hora 
de clasificarlas, pero hay factores externos que pueden interferir a la hora de realizar esta 
clasificación como la preparación del inóculo de la micobacteria, el medio de cultivo a utilizar y 
Identificación de las especies del género Mycobacterium mediante proteómica                       11 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
la temperatura de incubación. Las MNT de crecimiento lento tardan más de 8 días en 
crecer; las MNT de crecimiento rápido, en cambio, tardan menos de 7 días (Pfyffer & 
Palicova, 2011).  
MNT de crecimiento lento: 
 Complejo Mycobacterium avium 
Este complejo, también denominado Mycobacterium avium-intracellulare (CMA), está 
constituido por cocobacilos ácido-alcohol resistentes, que producen unas colonias pequeñas, 
lisas translúcidas u opacas no cromógenas, y que son patógenos oportunistas capaces de 
producir enfermedad en animales (aves y cerdos) y en el hombre. Forman parte de este 
complejo las siguientes micobacterias; M. avium, M. intracellulare y un tercer grupo dentro del 
cual se ha identificado recientemente la especie Mycobacterium chimaera, (Tortoli et al., 
2004). Se ha observado que hasta el 98% de los aislamientos de CMA procedentes de 
pacientes VIH positivos correspondían a M. avium, mientras que M. intracellulare 
representaba el 40% de los aislamientos en pacientes sin VIH. Por este motivo, la 
denominación, identificación y valoración microbiológica del complejo, como en las demás 
micobacterias, debería realizarse siempre a nivel de especie. CMA ha sido aislado en el agua, 
en el suelo, en las plantas y en diferentes animales. 
Hasta el año 1981 y debido a la baja patogenicidad de estas bacterias, las enfermedades 
producidas por CMA fueron escasas y localizadas principalmente en los pulmones. 
Posteriormente, con la pandemia del VIH, estos microorganismos se convirtieron en las 
infecciones por MNT más frecuentes, pudiendo afectar de forma diseminada o local 
(pulmones, tracto gastrointestinal o ganglios linfáticos). En la actualidad, con la introducción en 
1996 de la terapia antirretroviral de alta eficacia en los pacientes infectados por el VIH, se ha 
constatado una disminución espectacular de las infecciones por CMA. El diagnóstico de 
enfermedad en las formas localizadas, como en el resto de MNT, suele ser algo más 
complicado que en la tuberculosis. El aislamiento de estas bacterias en muestras respiratorias 
o digestivas, por ejemplo, puede indicar únicamente  una colonización.  
 
 Mycobacterium kansasii 
Se trata de un bacilo con cierta relevancia por ser la MNT más frecuentemente aislada en 
determinadas zonas geográficas. No obstante, su incidencia es muy variable. La mayoría de 
los aislamientos son clínicamente significativos y causan una enfermedad pulmonar crónica y 
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cavitada parecida a la tuberculosis. Generalmente suele existir una enfermedad subyacente 
de base que, en muchos casos, afecta el aparato respiratorio. También puede producir 
infecciones osteoarticulares, cutáneas y de los tejidos blandos, así como infecciones 
diseminadas en pacientes inmunocomprometidos, especialmente los infectados por el VIH. 
Este microorganismo ha sido aislado en animales, suelo y especialmente en agua dulce, 
tanto en los sistemas de suministro para el consumo humano como en ríos y lagos. 
En los últimos años y debido a los estudios moleculares realizados, se han observado 
diferencias fenotípicas interespecie; se han identificado siete subtipos de micobacterias 
mediante el análisis por PCR-RFLP del gen hsp65, con diferencias respecto a su incidencia y 
patogenicidad.  Además, mediante estudios filogenéticos, se han observado similitudes con 
M. gastri. 
 Mycobacterium xenopi 
Se trata de una micobacteria que se aisló en un sapo de África (Xenopus laevis) en 1957 y 
que posee capacidad patógena (pulmonar y ganglionar), aunque aproximadamente el 90% de 
los aislamientos clínicos son sólo colonizadores o contaminantes. Esta especie tiene una 
temperatura óptima de incubación de 42-45ºC; esta propiedad, además de ayudar en la 
identificación, explica la capacidad de estos microorganismos para desarrollarse en los 
tanques y depósitos de agua caliente de los hospitales, propiciando múltiples brotes de 
infección nosocomial.  
 Otras MNT de crecimiento lento: 
Entre ellas se encuentra la Mycobacterium gordonae y el complejo Mycobacterium terrae, 
que se compone de: Mycobacterium terrae, Mycobacterium nonchromogenicum y 
Mycobacterium triviale. Se aíslan con cierta frecuencia en los laboratorios de microbiología 
pero suelen ser meros contaminantes.  
En la última década, con la introducción de los métodos genéticos de identificación, se han 
ido describiendo nuevas especies que, a pesar del reducido número de cepas notificadas 
hasta la fecha, muchas de ellas parecen tener cierta relevancia clínica. 
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 MNT de crecimiento rápido: 
Hasta hace unos años, Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium chelonae constituían los 
dos únicos complejos o grupos de micobacterias de crecimiento rápido con cierta relevancia 
clínica. Posteriormente, se han subdividido en nuevas especies con diferentes implicaciones 
patogénicas y de sensibilidad a los antimicrobianos. Cabe destacar la importancia que pueden 
tener estas especies en patología nosocomial, la resistencia que muestran a los 
antituberculosos habituales y la necesidad, por tanto, de emplear para su tratamiento otros 
antibióticos utilizados más comúnmente en la práctica clínica habitual.  
 Mycobacterium abscessus 
Es una micobacteria de desarrollo muy rápido en medios convencionales y que ha estado 
asociada durante años a M. chelonae. En la actualidad se pueden diferenciar fácilmente con 
técnicas moleculares (PCR e hibridación reversa o secuenciación). Es un microorganismo 
ubicuo en la naturaleza que puede aislarse de diferentes hábitats acuáticos y del suelo 
pudiendo contaminar los suministros de agua, reactivos y soluciones de lavado de los 
hospitales. Todo ello es debido a su capacidad para sobrevivir en ausencia de nutrientes y 
bajo un margen de temperaturas muy amplio. Suelen causar infecciones pulmonares crónicas 
y también infecciones de heridas quirúrgicas o tras inyecciones, infecciones asociadas a 
catéteres, a dispositivos de hemodiálisis, etc., así como infecciones diseminadas en pacientes 
inmunodeprimidos.  
 Mycobacterium chelonae 
Esta especie fue aislada por primera vez de una tortuga (Chelona corticata). En la actualidad, 
M. chelonae es una de las MNT patógena que muestra una mayor resistencia a los 
antimicrobianos y que se aísla con más frecuencia en pacientes inmunodeprimidos. A 
diferencia de M. abscessus, la afectación pulmonar crónica es rara. El cuadro clínico más 
frecuente lo constituye la afectación cutánea; puede producir una infección local 
postraumática/asociada a catéteres intravasculares (celulitis, abscesos y osteomielitis) o bien 
infección diseminada fundamentalmente en pacientes con tratamiento inmunosupresor por 
trasplante de órgano sólido, artritis reumatoide u otros procesos autoinmunes.     
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 Mycobacterium fortuitum 
Mycobacterium ranae fue la denominación inicial de esta especie al describirse por primera 
vez en 1905 en ranas. Posteriormente, se le dio el nombre actual al aislarse, en 1938, en unos 
abscesos subcutáneos tras unas inyecciones de vitaminas. Clásicamente, en el grupo M. 
fortuitum, se han incluido tres taxones: M. fortuitum, Mycobacterium peregrinum y 
Mycobacterium porcinum. M. fortuitum puede causar de forma esporádica infecciones en 
heridas quirúrgicas y traumáticas, osteomielitis, celulitis y las relacionadas con catéteres 
intravasculares. También son frecuentes las infecciones pulmonares diseminadas.  
 Mycobacterium peregrinum  
Antiguamente era considerada como una variedad de M. fortuitum. En la actualidad se 
desconoce el significado clínico real de esta bacteria pero en un pequeño número de casos se 
ha notificado que esta especie ha sido el agente causal de infecciones esporádicas en pulmón 
y cutáneas. Se ha observado que se trata de una especie más sensible a los antimicrobianos 
que M. fortuitum.  
 Mycobacterium mucogenicum 
M. mucogenicum debe su nombre al aspecto mucoide de sus colonias. Aunque se ha 
recuperado con cierta frecuencia en agua de consumo humano y en esputos, constituyendo 
una simple contaminación, se ha notificado su capacidad patógena al asociarse con diversos 
brotes nosocomiales en pacientes sometidos a diálisis, así como infecciones relacionadas con 
catéteres intravasculares y heridas postraumáticas.  
 Otras MNT de crecimiento rápido 
En los últimos años se han descrito numerosas especies de micobacterias crecimiento 
rápido con implicaciones en patología humana. Entre ellas se encuentran las siguientes: 
Mycobacterium senegalense, Mycobacterium mageritense, Mycobacterium septicum, 
Mycobacterium houstonense, Mycobacterium bonickei, Mycobacterium brisbanense, 
Mycobacterium neworleansense, Mycobacterium alvei, Mycobacterium brumae, 
Mycobacterium canariasense, Mycobacterium goodi y Mycobacterium wolynskii. 
Muchas de ellas se han descrito a partir de variantes de especies ya conocidas como 
Mycobacterium smegmatis o M. porcinum. En ellas se han observado algunas diferencias 
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en la sensibilidad antimicrobiana y particularmente a nivel genético que permiten la 
caracterización de las mismas.  
 1.3 Aspectos microbiológicos de las micobacterias 
Las micobacterias son microorganismos distribuidos por todo el ambiente, típicamente 
se las encuentra en el agua (incluyendo en el agua del grifo tratada con cloro) y en los 
alimentos.  
Son bacilos aerobios inmóviles, aerobios estrictos y no esporulados (con excepción de 
la especie Mycobacterium marinum, que ha mostrado ser móvil dentro de los macrófagos) 
con un tamaño de 0,2 a 0,6 x 1 a 10 μm.  Posee una pared celular muy rica en lípidos lo 
cual reduce notablemente su permeabilidad y dificulta su tinción. Son ácido-alcohol 
resistentes y la  pared le confiere resistencia a algunos agentes químicos como los 
desinfectantes y algunos antibióticos. Además, algunos de los constituyentes lipídicos 
juegan un papel muy importante en la patogenicidad de la micobacteria (persistencia 
intracelular) (Pfyffer & Palicova, 2011).  
1.4 Análisis de las muestras en el Hospital Universitario de Bellvitge (HUB) 
En el Hospital Universitario de Bellvitge (HUB) se dispone de varias técnicas de detección 
de micobacterias para su uso en el diagnóstico clínico. Estás técnicas se basan en los 
procedimientos recomendados por la Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y 
Microbiología Clínica (Alcaide Fernandez de Vega, 2005). Se describen a continuación. 
 
1.4.1 Detección  
Detección por Microscopia 
Debido a sus características morfológicas las micobacterias son difíciles de teñir con 
colorantes básicos por lo que se debe utilizar calor para lograr la penetración del colorante 
primario. Una vez dentro no puede ser extraído con alcohol; a está propiedad se llama ácido-
alcohol resistente (AAR). Las tinciones más utilizadas son: a) el Ziehl-Neelsen (observación 
x1000) que emplea como colorante primario la fucsina fenicada y de contraste el azul de 
metileno, viéndose las micobacterias de color rojo; y b) la Auramina (observación x250) que 
utiliza como colorante primario la auramina y de contraste el permanganato, teniendo la 
desventaja que se necesita un microscopio de fluorescencia que visualiza las micobacterias 
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de color amarillo bajo la luz ultravioleta. Entre ambos métodos radica el aumento del 
microscopio requerido y por tanto el número de campos a visualizar, lo que permite una mayor 
rapidez de lectura. La auramina es un método de cribado recomendado pero ante la menor 
duda se debe confirmar con una tinción de Ziehl-Neelsen.  
En la actualidad es el procedimiento más simple, barato y rápido en proporcionar al clínico 
una orientación diagnostica preliminar, pero una tinción negativa no descarta una posible 
infección micobacteriana. Hay falsos negativos que pueden ser muestras no representativas, 
exceso de decoloración, etc o falsos positivos que son los más graves pudiendo ser estos por 
una contaminación, precipitados del colorante, etc. 
La microscopia presenta una sensibilidad inferior al cultivo e intervienen varios factores: 
tipo de muestra, la cantidad de muestra, la concentración micobacteriana, el tipo de tinción, la 
especie micobacteriana y la experiencia del observador. 
Con la tinción de Ziehl-Neelsen a partir de muestra se ha intentado poder dar una 
orientación clínica mediante sus características, sin embargo sigue siendo muy arriesgado y 
no se aconseja. En cambio a partir de cultivo líquido se puede observar al microscopio 
diferentes características, las especies del MTUBC suelen exhibir un aspecto de cuerda 
serpentosa, la M. kansasii frecuentan ser bacilos largos y gruesos que se tiñen irregularmente 
con bandas cruzadas, dándoles un aspecto atigrado, la M. avium se muestran como 
cocobacilos de pequeño tamaño y dispersos, la M. xenopi se visualizan como bacilos largos y 
delgados que se agrupan formando estructuras (nido de pájaro). 
Detección de población infectada por MTUBC 
 La infección por MTUBC se detecta con la prueba de la tuberculina (PT) que consiste en 
inyectar un derivado proteico purificado de un cultivo M. tuberculosis esterilizado y 
concentrado. Esta prueba se basa en la hipersensibilidad que pueden tener las personas que 
han estado en contacto previo con el bacilo tuberculoso, que han sido vacunadas con el BCG 
o que han tenido una infección con MNT. Debido a las limitaciones de especificidad y 
sensibilidad inherentes a la prueba de la tuberculina, se han desarrollado otro método 
basados en la detección de Interferón (IFN)-gamma por linfocitos T del paciente tras 
incubarlos con determinados antígenos tuberculosos. Este método tiene una mayor 
especificidad (no interfiere con la BCG ni con la mayoría de la micobacterias no tuberculosas). 
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1.4.2 Pretratamiento de las muestras: Digestión-Descontaminación-Concentración. 
Las micobacterias se encuentran en continua convivencia y competencia con otras 
bacterias, con la desventaja de ser de crecimiento lento comparadas a las bacterias 
convencionales. La mayoría de las muestras clínicas remitidas al laboratorio proceden de 
zonas no estériles. Por lo tanto se deberá realizar una digestión-descontaminación-
concentración a todas las muestras clínicas excluyendo a las muestras de origen estéril como 
por ejemplo el líquido cefalorraquídeo, el sinovial, el pleural y el pericárdico. Por otro lado hay 
muestras que no solo se deben descontaminar sino también se les tiene que realizar un 
pretratamiento específico, como es el caso de los fluidos que se deben concentrar o las 
biopsias que se tienen que homogenizar.  
En principio, un proceso de descontaminación sería capaz de eliminar los contaminantes 
en la medida de lo posible sin afectar gravemente la viabilidad de las micobacterias. Sin 
embargo todos los métodos actuales son tóxicos en algún grado para ellas. La digestión actúa 
sobre la mucosidad facilitando a los descontaminantes que realicen su función.  
El método utilizado en el HUB es el del hidróxido sódico como agente descontaminante y la 
N-acetil-L-cisteína como sustancia mucolítica. A pesar de que no tiene efecto inhibitorio 
directo la N-acetil-L-cisteína sobre las bacterias, cuando se usa combinada permite trabajar 
con concentraciones más bajas de hidróxido sódico. 
 
1.4.3 Cultivos 
El aislamiento de micobacterias a partir del cultivo en medio selectivo de muestras clínicas 
continua siendo fundamental para el diagnóstico de las infecciones. El cultivo ha demostrado 
ser más específico que el examen de microscopio. Además nos permite identificar las 
especies, estudiar su sensibilidad frente a los antimicrobianos. Las micobacterias suelen ser 
bastantes exigentes en cuanto al medio. Existen medios selectivos (Figura 1) con diversos 
antibióticos y sustancias para prevenir e inhibir la flora bacteriana o fúngica acompañante. El 
aislamiento primario se realiza con la combinación de un medio sólido y un medio líquido. 
Los medios sólidos se pueden clasificar en:  
 Medios con huevo (entero o solo yema): muy ricos por su contenido, además con 
fécula de patata, sales, glicerol y verde de malaquita (colorante inhibidor). Son 
medios difíciles de preparar, se preparan en tubo con forma de pico de flauta 
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(conservan 6 meses a 2-8 °C). Existen varios en mayor o menor virtud inhibitoria 
de la flora acompañante. Se utiliza el Löwenstein–Jensen;  
 Medios con agar: sintéticos (tipo 7H10 y 7H11 Middlebrook) y transparentes 
permitiendo una detección rápida del crecimiento micobacteriano. Se preparan 
en placa de petri. El 7H11 contiene un 0,1% de hidrolisis de caseína que 
favorece la recuperación de las cepas de M. tuberculosis resistentes a la 
isoniacida. Los principales inconvenientes: precio superior comparado con los 
medios con huevo y su vida corta (conservan 1 mes a 2-8 °C). 
Los medios líquidos son medios muy enriquecidos que recuperan un mayor número de 
micobacterias y más rápidamente que los medios sólidos. El medio clásico es el 7H9 de 
Middlebrook suplementado con factores de crecimiento y una solución antibiótica para las 
muestras de origen  no estéril. Los sistemas utilizados en el HUB son: 
 El MB/Bact Alert 3D es un sistema automatizado de cultivo colorimétrico que 
detecta la producción de CO2 como indicador de crecimiento bacteriano. Posee 
una monitorización continua y como ventaja admite todo tipo de muestras, 
incluidas las sanguíneas. 
 El BACTEC MGIT 360 es un sistema automatizado que detecta el consumo de 
O2 mediante unos sensores fluorométricos. Posee una monitorización cada hora 
y tiene la desventaja que no pueden incubarse muestras hemáticas. 
Las condiciones de incubación para la mayoría de especies son de 35-37 °C. No obstante 
en algunas muestras clínicas (piel y tejidos blandos) donde pueden intervenir especies              
cuya temperatura de incubación óptima es menor, se deben incubar un grupo adicional de 
cultivos entre 25-33 °C. Un aspecto importante para mejorar el crecimiento en los medios 
sólidos es la incubación con un 5-10% de CO2 durante los primeros 7 días. Los cultivos se 
incuban durante 6 semanas, excepto las muestras sanguíneas, que estarán en el medio 
líquido durante 8 semanas. La lectura manual de los medios sólidos es revisada cada día las 
primeras 2 semanas y luego cada semana.  
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Figura 1. De izquierda a derecha. Medio sólido: Löwenstein–Jensen,                                                                                     
7H10 Middlebrook. Medio liquido: BACTEC MGIT 360, MB/Bact Alert 3D 
 
1.4.4 Técnicas de identificación 
Métodos fenotípicos 
Los métodos fenotípicos permiten determinar la velocidad y temperatura de crecimiento, 
pigmentación y respuesta a pruebas bioquímicas, entre otras. Aunque parecen ser obsoletos 
en la actualidad los métodos fenotípicos en muchas ocasiones confirman técnicas basadas en 
biología molecular. También se ha observado que en la mayoría de las nuevas micobacterias 
hay una gran correlación entre sus características genotípicas y su expresión fenotípica, 
formando árboles filogenéticos que agrupan a las diferentes micobacterias. Las técnicas 
fenotípicas más importantes son:  
 Velocidad de crecimiento: permite hacer una gran diferenciación en dos 
grupos: micobacterias de crecimiento lento (mayor a 8 días) y de crecimiento rápido 
(menos de 7 días). El punto crítico es la dilución y la temperatura. 
 Temperatura de crecimiento: en general la óptima suele ser 37 °C. No 
obstante hay especies que necesitan temperaturas de 30 °C (Mycobacterium marinum, 
Mycobacterium ulcerans), de 42 °C (M. xenopi) o de 52 °C (Mycobacterium 
thermoresistible). 
 Producción de pigmentos: se basa en la capacidad de producir pigmentos 
carotenoides en relación con la exposición de la luz. Clasificación de las micobacterias 
descrita por Runyon (Runyon,1959) con objeto diagnóstico (Tabla 2). Los 4 grupos son 
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Tabla 2. Clasificación de las micobacterias según Runyon. 
 
Grupo 1 
Fotocromógenos: producen pigmento amarillo en presencia de 
la luz. Especies: M. kansassi, M. marinum 
 
Grupo 2 
Escotocromógenos: producen pigmento amarillo-naranja en la 
oscuridad. Especies: M. scrofulaceum, M. gordonae 
 
Grupo 3 
No fotocromógenos: no producen pigmento.  
Especies: M. avium, M. intracellulare 
 
Grupo 4 
Rápido crecimiento: crecen en menos de una semana.  
Especies: M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus 
  
 Morfología de las colonias: tantos en medios con base de huevo o de agar la 
observación macroscópica tiene un elevado interés (Tabla 3). 
Tabla 3. Clasificación de las micobacterias según su aspecto macroscópico. 
Aspecto Producción de pigmento Crecimiento Especie 
Rugosa no lento M. tuberculosis complex 
Lisas pequeñas no lento M. avium complex 
Lisas grandes si lento M. kansasii 
 
 Pruebas bioquímicas (Tabla 4 y 5): el número de estas pruebas ha llegado a 
ser amplísimo, lo que da lugar a problemas de interpretación. Por lo tanto, se 
mencionan las más importantes y utilizadas en el HUB. 
 Reducción de los nitratos: las micobacterias difieren en su capacidad para 
reducir los nitratos a nitritos mediante la presencia de nitrato reductasa. 
 
 Prueba de la catalasa: la catalasa rompe el H2O2 en agua y oxigeno libre 
dando como resultado la aparición de burbujas. 
 
 Prueba de la ureasa: Determina la capacidad del organismo para desdoblar 
la urea formando dos moléculas de amoníaco por acción de la enzima ureasa. 
 
 Prueba de la arilsulfatasa: es una enzima capaz de hidrolizar el enlace entre 
sulfato y el anillo aromático en un compuesto tal como el disulfato potásico de 
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fenolftaleína. La fenolftaleína libre puede ser reconocida mediante la formación de 
color rojo cuando se añade un álcali. 
 Hidrólisis del Tween 80: esta capacidad produce liberación de ácido oleico 
esterificado. 
 Reducción del telurito: la mayoría de las micobacterias pueden reducir el 
telurito potásico a telurito metálico, visible mediante un precipitado negro. 
 Tolerancia al cloruro de sodio: algunas micobacterias son capaces de crecer 
en un medio con una concentración del 5 % de NaCl. 
 Crecimiento en agar de McConkey sin cristal violeta: la mayoría no son 
capaces de crecer pero permite diferenciar entre las que crecen, que en su mayoría 
son de crecimiento rápido. 
Tabla 4. Identificación fenotípica de las MNT de crecimiento lento más frecuentes. 
Especie NIT AS Tw 80 URE NaCl CAT 30°C 37 °C 42° C Pigmento 
M. avium - - - - - V + + + No cromógeno 
M. intracellulare - - - - - + + + v No cromógeno 
M. bovis - - V + - - + + - No cromógeno 
M. tuberculosis + - V + - - + + - No cromógeno 
M. terrae V - + - - + + + - No cromógeno 
M. kansasii + V + + - + + + V Fotocromógeno 
M. marinum - V + + - + + v - Fotocromógeno 
M. lentiflavum - - - - ND V + + - Escotocromógeno 
M. gordonae - - + - - + + + - Escotocromógeno 
M. xenopi - + - - - + V + + Escotocromógeno 
NIT: nitratos, AS: arisulfatasa, Tw80: Tween 80, URE: ureasa, NaCl: NaCl al 5 %, CAT: catalasa, Temperaturas de 
Incubación (30-37-42 °C), + positivo, - negativo, V variable, ND: no determinado. 
 
Tabla 5. Identificación fenotípica de las MNT de crecimiento rápido más frecuentes. 
Especie NIT AS McC NaCl 30°C 37 °C 42° C Pigmento 
M. porcinum +  +  ND  +   + +  -  No cromógeno  
M. pergrinum + + + + + + - No cromógeno 
M. fortuitum + + + + + + + No cromógeno 
M. mucogenicum V + + - + + - No cromógeno 
M. mageritense V + + + + + + No cromógeno 
M. canariasense - + + - + + - No cromógeno 
M. abscessus - + + + + + - No cromógeno 
M. chelonae - + + - + + - No cromógeno 
M. smegmatis + - + + + + + No cromógeno 
NIT: nitratos, AS: arisulfatasa, McC: McConkey sin cristal violeta, NaCl: NaCl al 5 %,                                                          
Temperaturas de Incubación (30-37-42 °C), + positivo, - negativo, V variable, ND: no determinado. 
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Inmunocromatografía del antígeno MPT64. Sólo para MTUBC. 
La técnica de identificación de MTUBC se puede llevar a cabo porque son los únicos que 
segregan el antígeno MPT64 durante su fase de exponencial. A partir de este principio, se ha 
desarrollado una técnica de detección del antígeno MPT64 mediante un sistema de 
inmunocromatografía rápido (Figura 3). Presentan un 98% de sensibilidad y un 100% de 
especificidad. Es una prueba muy sencilla y que solo lleva entre 10-15 minutos partiendo de 
un cultivo positivo. También es importante la observación microscópica del cultivo, ya que nos 




Figura 3. Test de inmunocromatografía. Arriba: sin inocular.                                                                                    
Abajo izquierda: negativo. Abajo derecha: positivo. 
Técnicas moleculares: PCR e hibridación (Genotype Mycobacterium CM/AS/MTUB) y 
secuenciación del 16S rDNA. 
Las técnicas moleculares (identificación genotípica) ayudaron a la clasificación de nuevas 
especies de micobacterias, siendo una alternativa precisa y rápida. Sus principales ventajas 
consisten en una aplicación universal en todos los aislamientos clínicos. 
Las técnicas moleculares requieren una extracción de ADN, luego una amplificación, 
mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de una zona de ADN concreta 
(diana) y la observación directa de los fragmentos obtenidos o un posterior análisis 
postamplificación mediante hibridación o secuenciación (Alcaide Fernandez de Vega,  
2006): 
 El método por hibiridación en fase solida (Genotype) necesita una amplificación 
mediante una PCR en una zona concreta de la región 23S rDNA. Posteriormente se 
procede a una hibridación reversa que consiste en poner el material amplificado sobre las 
diferentes sondas de oligonucleótidos específicas inmovilizadas sobre una membrana de 
nitrocelulosa que son de fácil lectura e interpretación. Hay diferentes tipos de sondas. Entre 
la sonda CM (Figura 2)-AS se identifica el MTUBC y más de 40 MNT. En cambio la sonda 
MTUB identifica 6 especies de MTUBC. 
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Figura 2. Sonda Genotype CM. [Consultado 26 de junio de 2014] 
Fuente: http://www.hainlifescience.de/en/products/microbiology/mycobacteria/genotype-mtbc.html                         
 La secuenciación del 16S rDNA se realiza con un secuenciador automático con 
iniciadores marcados con fluoresceína que soluciona la identificación de muchas bacterias 
que por métodos convencionales es imposible. Está técnica, patrón de referencia de la 
identificación genotípica tiene diversas bases de datos que se actualizan constantemente. 
Unas de ellas son: GenBank/Entrez (http:/www3.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) y Ridom 16S 
rDNA (http://www.ridom.de/rdna/). 
1.4.5 Problemáticas que presentan las técnicas de identificación  
En conjunto, la identificación fenotípica es la más antigua, llamada en muchas ocasiones 
identificación convencional. Presenta desventajas como: 
 Ser una técnica de larga duración, ya que depende del crecimiento bacteriano, que 
en las micobacterias suele ser lento. Tiempo total de la identificación: 10 días para 
las micobacterias de crecimiento rápido y más de 20 días para las micobacterias de 
crecimiento lento. 
 Por cada prueba se necesita técnicas laboriosas (aprox. 12 pruebas) y tienen un 
tiempo de incubación muy diferente.  
 No identifican las nuevas especies. 
También, las técnicas de identificación molecular (PCR e hibridación reversa o la 
secuenciación) que son más fiables en las identificaciones microbiológicas presentan 
diferentes limitaciones: 
 Elevado grado de especialización para su aplicación. 
 Limitadas a un número de 50 especies concretas (en el caso de la PCR e hibridación 
reversa). 
 Elevado coste (en el caso de la secuenciación). 
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Por otro lado, la identificación por inmunocromatografía presenta diversas limitaciones a la 
hora de identificar. 
 Sólo identifica M. tuberculosis complex. 
 Puede dar falsos negativos. 
Recientemente la espectrometría de masas ha logrado un gran avance en la detección de 
proteínas. La utilización de la espectrometría de masas (MALDI-TOF) presenta numerosas 
ventajas en la aplicación en el laboratorio de microbiología. Esta destaca por: a) alta tasa de 
identificación a partir de la detección de proteínas ribosómicas; b) rapidez, ya que obtiene 
resultados fiables en menos de un minuto por muestra; c) facilidad en la preparación de la 
muestra; d) utilización de reactivos de bajo coste. Su uso para el diagnóstico de infecciones 
por micobacterias conllevaría a ser beneficioso para el paciente, reduciendo los tiempos de 
hospitalización y a su vez una disminución del gasto sanitario, optimizando los recursos 
hospitalarios. No obstante las micobacterias tienen unas características diferentes a las 
bacterias convencionales y por ello se les debe aplicar un tratamiento previo para extraer 
correctamente las proteínas. 
1.4.6 La espectrometría de masas (MALDI-TOF) 
A  finales del siglo XIX Eugen Goldstein observó descargas eléctricas en gases con baja 
presión (Hedenus, 2002). A lo largo de los años se propusieron diferentes técnicas de 
espectrometría  de masas, pero fue en el año 2002 cuando se otorgó el Premio Nobel de 
Química a John Bennett Fenn por el desarrollo de la ionización por electrospray 
(electrospray Ionization, ESI) (Grayson, 2011)y a Koichi Tanaka por el desarrollo de 
desorción láser suave (soft laser Desorption, SLD) y su aplicación a la ionización de 
macromoléculas biológicas, especialmente proteínas (Tanaka, 2003). 
La proteómica es una parte de la ciencia relativamente moderna dedicada al estudio de las 
proteínas mediante la espectrometría de masas, utilizando el método de la identificación por 
huella peptídica o PMF (Peptide mass fingerprinting). 
Un espectrómetro de masas se compone de tres partes fundamentales: a) la fuente de 
ionización; b) el analizador de masa; y c) el detector, pudiendo variar según el tipo de 
espectrometría. En el caso de la identificación de bacterias a partir de proteínas se necesita 
además una d) base de datos para comparar absorbancias y de este modo el software 
puede determinar la familia, el género y la especie. 
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El sistema a utilizar es el MALDI-TOF (Figura 4) el cual hace referencia a sus 
componentes: MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) como la fuente de 
ionización y TOF (Time-Of-Flight) como el analizador de masa. Es una técnica de ionización 
suave que permite la medición de moléculas separando los núcleos atómicos en función de su 
relación carga-masa (z/m). Esta capacidad de analizar se logra al vaporizar e ionizar los 
diferentes átomos. Esta técnica se aplica para la obtención del espectro de las proteínas 
propias del microorganismo a identificar, que serán previamente extraídas de las células 
mediante un protocolo adecuado. El espectro obtenido se comparará con una base de datos 
para determinar, si es posible, a qué microorganismo corresponde. A continuación se 









Figura 4. El MALDI-TOF Microflex LT (Brucker Daltonics®) realizando una detección de proteínas.  
a) Fuente de ionización:  
En primer lugar la muestra se introduce en una tarjeta de metal y sobre ella se coloca una 
matriz (fotosensibilizador), que será la encargada de protegerla así como de facilitar la 
vaporización e ionización. Hay diferentes tipos de matriz para muestras biológicas sólidas. En 
este caso está formada  por α-ciano-4-hidroxicinamínico. La relación de concentración entre el 
analito y la matriz es en el orden de 1:1000 a 1:100000 mol/mol. La preparación es sometida a 
pulsos cortos de láser en alto vacío lo que provoca que la absorción de energía por parte de la 
matriz sea convertida en energía de excitación y en transferencia de H+ a la muestra 
(ionización) creando una densa nube de gas por encima de la superficie de la muestra 
(Figura 5). Tanto la preparación como el láser se pueden apreciar en la Figura 6. 
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Figura 5. El láser incide en la preparación. Fuente:                    Figura 6. Vista del láser y la preparación 
http://www.shimadzu.com/an/lifescience/maldi/princpl1.html                                  por el programa FlexControl.                    
[Consultado 15 de junio de 2014] 
b) Analizador de masa: 
Es la pieza más flexible del espectrómetro de masa. Utiliza un campo eléctrico o 
magnético para afectar la trayectoria o la velocidad de las partículas cargadas de una cierta 
manera. La fuerza ejercida por los campos eléctricos y magnéticos es definida por la fuerza 
de Lorentz: 
 E es la fuerza del campo eléctrico, 
 B es la inducción del campo magnético, 
 q es la carga de la partícula, 
 v es su velocidad y 
 x simboliza el producto cruz o producto vectorial. 
El analizador TOF se integra a la fuente del ion del MALDI y así consigue poner los iones a 
la misma energía cinética a través de su paso por un campo eléctrico y mide al mismo 
instante el tiempo que tardan para alcanzar el detector. Aunque la energía cinética es igual, la 
velocidad es diferente; por este motivo, el ion más altamente cargado del alumbrador será el 





Figura 7. MALDI-TOF [Consultado: 20 de junio de 2014]                                                                                                                                      
Fuente: http://www2.cbm.uam.es/mkfactory.esdomain/webs/cbmso/plt. 
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c) Detector: 
Es el elemento final que registra la carga inducida o la corriente producida cuando un 
ion se acerca o golpea una superficie produciendo un espectro de masas en función de 
relación a la carga-masa (z/m) (Figura 8). Además, cuenta con un multiplicador de 
electrones (electromultiplicador) que consigue, al aplicar una diferencia de potencial entre 
sus extremos, aumentar el factor de amplificación. Este componente es sometido a un 






Figura 8. Espectros en relación a la detección. En el eje de ordenadas se 
representa una Intensidad arbitraria y en el eje de abscisas la relación de 
carga-masa. 
d) Sistema de interpretación (software) y base de datos 
El espectro de masas (MALDI-TOF) se asocia a un software de captura de espectro en 
el que se define un nuevo proyecto cada vez que se utiliza. El programa acumula 240 
disparos de diferentes lugares de la extensión. Cada disparo se puede reflejar y comparar 
al mismo tiempo (Figura 9). De forma automática se obtiene un espectro de masa 
molecular entre 2-20 kD que representa de manera predominante a las proteínas del 
microorganismo a identificar y, tras una comparación automática del software con la base 
de datos, se obtiene un resultado sobre la identificación. Hay programas que lo 
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Figura 9. En la captura de pantalla del programa FlexControl se visualiza a la izquierda los disparos del láser y 
la muestra que va analizando, y a la derecha se observa los espectros de cada muestra. Los picos más elevados 
representan la muestra analizada y la inferior que ha detectado un espectro semejante. 
Identificación de las especies del género Mycobacterium mediante proteómica                       29 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
2. HIPÓTESIS 
La utilización de la espectrometría de masas con matriz asistida por láser 
desorción/ionización en tiempo de vuelo (MALDI-TOF) ha demostrado una gran utilidad en la 
identificación de bacterias convencionales, siendo un sistema muy rápido, sencillo, específico, 
sensible, robusto, y de bajo costo y fácil interpretación. El MALDI-TOF podría ser muy útil en 
la identificación de las especies del género Mycobacterium. Pero este género presenta 
inconvenientes para su identificación dadas las características biológicas de su pared 
bacteriana. Una correcta identificación micobacteriana con el sistema MALDI-TOF disminuiría 
el tiempo y el gasto económico, repercutiendo favorablemente en el diagnóstico 
microbiológico de estas infecciones. En la actualidad hay estudios que describen protocolos 
con pretratamiento de la cepa para una correcta identificación de las micobacterias. 
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3. OBJETIVOS 
3.1 Objetivo general 
Estudio de la identificación de las especies del género Mycobacterium mediante 
proteómica utilizando el método de la identificación por huella peptídica con espectrometría de 
masas (MALDI-TOF). 
3.2 Objetivo específico 
Análisis y optimización de diversos protocolos de extracción de proteínas (pretratamiento) 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  
4.1 Cepas analizadas, ámbito y periodo de estudio 
En el presente estudio retrospectivo se han utilizado 66 cepas de colección del género 
Mycobacterium desde el año 2005 hasta la actualidad. Las cepas de colección son de 
diferentes aislamientos clínicos (muestras no estériles: esputo, lavado bronco-alveolar, orina y 
biopsias entre otras; muestras estériles: liquido céfalo raquídeo, liquido pleural entre otros) 
identificadas mediante inmunocromatografía, métodos fenotípicos y técnicas moleculares. 
Entre las cepas utilizadas 17 fueron de crecimiento rápido: M. abscessus (n= 4), M. chelonae 
(n= 1), M. fortuitum (n= 9), M. mucogenicum (n= 2), M. peregrinum (n= 1); y 50 de crecimiento 
lento: M. arupense (n= 1), M. avium (n= 1), M. canariasense (n= 1), M. gastri  (n= 2), M. 
gordonae (n= 1), M. intracellulare (n= 8), M. kansasii (n= 3), M. lentiflavum (n= 1), M. 
madagascariense (n= 1), M. tuberculosis complex (n= 20), M. bovis-BCG (n= 2), M. bovis (n= 
1), M. canetti (n= 1), M. tuberculosis (n= 4) y M. xenopi (n= 2).  
Este trabajo experimental se llevó a cabo en el Laboratorio de Micobacterias del Servicio 
de Microbiología del Hospital Universitari de Bellvitge (HUB) ubicado en L’Hospitalet de 
Llobregat (Barcelona), durante un periodo de 4 meses (de marzo a junio de 2014); con el 
consentimiento del Comité Ético de Investigación Clínica de dicho Hospital. (anexo 9.1) 
4.2 Resiembra de las cepas estudiadas 
En la zona de seguridad biológica de nivel III, cada cepa fue resembrada en un medio de 
cultivo sólido e incubada a 37ºC con un 7,5% de CO2. Como anteriormente se ha explicado 
las micobacterias tienen diferentes tiempos de crecimiento, con lo cual se procedió a realizar 
una lectura diaria de cada cultivo. Para realizar el análisis de proteínas en el MALDI-TOF, no 
solo es importante que el cultivo esté crecido (no es óptimo el cultivo en fase líquida), si no 
que las colonias crecidas sobre el agar estén secas (estado óptimo de las proteínas para su 
análisis), sin que estén resecas (proteínas degradadas). Los pasos detallados son: 
 Punto de partida: cepas congeladas en tubos de 1,5 ml con glicerol a -80 ºC a partir 
de cultivos en medio sólido Löwenstein-Jensen durante su fase de crecimiento 
exponencial. 
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 Reconstitución en suero fisiológico con bolitas de cristal (2,5 mm) en la cabina de 
seguridad biológica tipo II, localizada en la zona de seguridad biológica de nivel III (con 
presión negativa).  
 Siembra por duplicado de cada cepa homogenizada con 0,5 ml en cada medio de 
Löwenstein-Jensen, específico para micobacterias. Una vez crecidas ambas 
resiembras, una se utilizó para el análisis mediante el MALDI-TOF y la otra se  congeló 
nuevamente en glicerol para mantener la colección de cepas. 
 Incubación en una atmosfera enriquecida con un 7,5 % de CO2 a una temperatura 
de 37 oC (con excepción de M. xenopi que se incubó a 45 oC para un crecimiento 
óptimo).  
 Lectura macroscópica diaria de los cultivos. Se tuvo en cuenta la separación de las 




Los reactivos a utilizar deben ser específicos para espectrometría de masas. Los reactivos 
son: agua (HPLC), etanol absoluto (UV-IR-HPLC), trifluoracético (TFA), ácido fórmico (FA), 
acetonitrilo, solución matriz y  el control positivo (BTS).  
El agua como el etanol absoluto son disolventes para cromatografía líquida de alto 
rendimiento (HPLC) y a su vez el etanol para espectroscopía (UV-IR) (Merk Index, 2012), con 
lo cual debe preservarse de la luz . Estos reactivos presentan un elevado nivel de pureza 
(99,9%) garantizando el mínimo nivel de partículas. La función del TFA es precipitar 
macromoléculas. Los dos reactivos que son los encargados de lisar y extraer las proteínas de 
las micobacterias son el acetonitrilo y el ácido fórmico, que tienen las constantes dieléctricas 
más altas de los disolventes, con lo cual facilita la reacción química venciendo las fuerzas 
intermoleculares del soluto. El acetonitrilo carece de grupos funcionales capaces de ceder 
protones pero en cambio en ácido fórmico puede ceder protones a las proteínas que se 
necesitan extraer. La solución matriz liofilizada (α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) más el 
solvente orgánico (SO) es la encargada de estimular a la muestra. El BTS está formado por la 
bacteria Escherichia coli (solution Bruker Bacterial Test Standard) y es utilizado para la 
calibración (Figura 10). 
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Figura 10. Para la calibración se utiliza un control (BTS). En la captura de pantalla del programa                           
FlexControl se aprecia el espectro del control al calibrar el sistema. 
 
4.3.2 Preparación de reactivos 
Se prepararon en varias ocasiones, ya que algunos se degradan una vez constituidos. Se 
tuvo en cuenta el material utilizado en esta sección porque según la calidad del tubo 
eppendorf o la punta de pipeta podrían plastificar el reactivo, con lo que llevaría a una 
interferencia o una posible no detección de proteínas en el MALDI-TOF. Los reactivos (Figura 
11) preparados fueron: 
 Etanol al 70% en botella de cristal estéril. Se preparó en 2 ocasiones 1/2 litro para la 
limpieza de la tarjeta MALDI (Figura 12) (350 ml de Etanol absoluto y 150 ml de agua 
destilada). 
 TFA al 80%. Se preparó en 4 ocasiones 1 ml en un tubo eppendorf de 1,5 ml (800 μl 
de TFA y 200 μl de agua HPLC). Se agitó en vórtex y se utilizó para limpiar la tarjeta 
MALDI.  
 FA al 70%. Se preparó en 4 ocasiones en un tubo eppendorf de 1,5 ml (700 μl de 
FA y 300 μl de agua HPLC).  
 Solvente Orgánico (OS). Se preparó en 4 ocasiones 1 ml en un tubo eppendorf de 
1,5 ml (25 μl de TFA, 500 μl Acetonitrilo y 475 μl de agua HPLC). Se utilizó para 
reconstituir la solución matriz y el BTS. 
 Solución de matriz (α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid). Se preparó en 7 ocasiones 
con 250 μl de SO. Se agitó bien en vórtex y se comprobó que no hubiera precipitados. 
La solución reconstituida se conservó a temperatura ambiente y protegida de la luz 
durante un periodo máximo de una semana. 
 BTS. Se reconstituyó con 50 μl de OS: 
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1. Se homogenizó pipeteando 20 veces. 
2. Se dejó incubar 5 min a temperatura ambiente. 
3. Se volvió a pipetear 20 veces. 
4. Se centrifugó 1 min a 13000 rpm. 









Figura 11. Reactivos. De izquierda a derecha:               Figura 12. Tarjeta MALDI con capacidad                             
acetonitrilo, ácido fórmico, trifluoracético,                                               de 96 pocillos.                                            
etanol HPLC, agua HPLC. Delante matriz con                                                                                                                   
tubo  con bolitas de sílice (0,5 mm). 
4.4 Preparación de la muestra  
Para la manipulación de las micobacterias fuera de la zona de seguridad biológica de  nivel 
III, se inactivaron todas las cepas por igual. A partir de colonias en crecimiento del medio de 
cultivo Löwenstein-Jensen, mediante un asa de 1 μl fueron traspasados a un tubo de 
eppendorf de 1,5 ml que contenía 300 μl de agua HPLC (cantidad proporcional de 
micobacteria joven en fase exponencial entre 2-5 μl, con precaución de no arrastrar el medio). 
La suspensión fue mezclada mediante vortex. Las micobacterias fueron inactivadas en 
termobloque durante 30 min a 95 oC, siendo este un paso fundamental para poder trabajar 
con ellas fuera de la zona de seguridad biológica de nivel III. En más de una ocasión se 
comprobó la inactivación de las micobacterias y todas fueron correctamente inactivadas. Esta 
comprobación se realizó sembrando una cepa inactivada en medio de cultivo Löwenstein-
Jensen durante 4 semanas. 
4.5 Protocolos 
La extracción de las proteínas de las muestras debe realizarse mediante un protocolo 
adecuado al tipo de microorganismo (en este caso, micobacterias). Al comienzo del trabajo 
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experimental se aplicó el protocolo del fabricante (versión 1, Marzo 2012; versión 2, Febrero 
2013) a pequeña escala, obteniéndose resultados negativos, tanto por interferencias a la hora 
de lectura o por picos demasiado bajos. Al  mismo tiempo se probaron otros protocolos con 
pequeñas y grandes modificaciones, entre ellas cambiando el medio sólido de crecimiento. 
Todos los protocolos experimentados resultados relevantes se encuentran en el anexo 9.2. 
Para ello se utilizó una plantilla de trabajo (anexo 9.4). 
En la Tabla 6 se comparan las dos primeras versiones con la última versión del fabricante 
para micobacterias (versión 3, Febrero 2014), que es a priori más rápida y sencilla teniendo 
en cuenta que reduce dos pasos: a) calentar una segunda vez la cepa, y b) utilizar etanol frío 
(-18/-20 oC). Este será el protocolo de referencia para este trabajo (protocolo A). Se observa 
en las versiones del fabricante que siempre se utiliza acetonitrilo para disgregar químicamente 
las micobacterias y ácido fórmico para la extracción química de proteínas, así como también 
el uso de bolitas de sílice para realizar una lisis mecánica de los grumos que puedan formar 
las micobacterias. Según el fabricante, “Para micobacterias se ha optimizado el uso de bolitas 
de sílice para la extracción de proteínas, dando espectros de alta calidad y a identificaciones 
reproducibles a nivel de especie” (Bruker, 2012).  
Tabla 6. Diferencias de los protocolos Bruker. Versión 1, 2 y 3. 
Protocolos Bruker    Versión 1 Versión 2 Versión 3  
Realización de lavados previo a la inactivación sí no no 
Inactivación 30 min en termobloque a 95 
o
C sí sí sí 
Utiliza Etanol absoluto (-18/-20 
o
C) sí sí no 
Se calienta la muestra por 2
da
 vez no sí no 
Comparación de los diferentes protocolos presentados por la casa comercial:                                                               
Versión 1 (Bruker, 2012), Versión 2 (Bruker, 2013), Versión 3 (Bruker, 2014). 
 
4.5.1 Protocolos a estudiar 
Protocolo de fabricante: 
En primer lugar se evaluó un protocolo del fabricante (versión 3, febrero 2014)             
(protocolo A) donde se analizaron las proteínas del sobrenadante. Es un protocolo de 
extracción de proteínas que tiene el objetivo de lisar las micobacterias y poder reflejar en el 
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sobrenadante todas las proteínas de las micobacterias. Según el fabricante, con este 
protocolo se obtienen espectros de absorbancia óptimos, una identificación precisa y fiable 
con sensibilidad y especificidades elevadas. 
A partir del extracto inactivado se añadieron 900 μl de etanol al 100%. Se mezcló con 
vortex la suspensión y se centrifugo a una velocidad de 14.000 rpm durante 2 min. Se eliminó 
posteriormente el sobrenadante. En algún caso fue necesario repetir el procedimiento y 
eliminar el sobrenadante con puntas de pipeta. Se dejó secar el sedimento con el tubo abierto 
durante 2 min aproximadamente y se añadieron: en primer lugar la mitad del volumen del 
sedimento en bolitas de sílice (0,5 mm) y en segundo lugar acetonitrilo 20 μl. A continuación 
se agitó mediante el homogenizador de doble brazo ajustable (MICKLE) (Figura 13) durante 3 
min. Después se agregó FA al 70% 20 μl (mismo volumen que de acetonitrilo) y se volvió a 
agitar con el MICKLE 3 min. Se centrifugó 2 min a 14.000 rpm y del sobrenadante, se aspiró 1 
μl dispensándose en la tarjeta MALDI por triplicado (en 3 pocillos diferentes). Una vez seco, 
se añadió 1 μl de solución de matriz en cada muestra (tiempo entre secado y solución matriz 




Figura 13. Homogenizador MICLKE 
Protocolo propuestos: 
En segundo lugar se analizaron dos protocolos propuestos por este estudio, siendo dos 
extensiones correlativas que parten del mismo extracto inactivado y que fueron llamados 
protocolo B y C. El fundamento de estos protocolos propuestos se ha basado en las 
reacciones químicas de los reactivos que utilizó el fabricante para la realización de la 
extracción de proteínas, y también en los procesos físicos para obtener una extracción eficaz 
de las proteínas de las micobacterias, y así poder realizar un análisis preciso. Los reactivos 
utilizados son el acetonitrilo y el ácido fórmico, que tienen una temperatura de fusión de -45 °C 
y 8 °C respectivamente. Es por ello que se escogió una temperatura media aproximada de              
-20 °C para enfriar la reacción durante una hora, y de esta manera poder extraer aún mejor 
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las proteínas de las micobacterias. Los cambios principales introducidos en los protocolos 
propuestos son: 
Protocolo B: 
En el protocolo B se analizaron proteínas de la mezcla para identificar cepas en las que las 
reacciones químicas y físicas hayan sido idóneas para el disgregado de la pared 
micobacteriana pero no competente para la extracción de proteínas. Este protocolo se 
asemejaría al protocolo de las bacterias convencionales en el que no se realiza extracción de 
proteínas.  
Se congeló a -20 ºC el tubo de eppendorf utilizado en el protocolo A con sus ambas fases 
bien definidas por la última centrifugación (sobrenadante y sedimento) durante 1 hora. Se 
agitó mediante el MICKLE durante 2 min y posteriormente se extrajo 1 μl para la dispensación 
en la tarjeta MALDI por triplicado (en 3 pocillos diferentes). Una vez seco, se añadió 1 μl de 
solución de matriz en cada muestra (tiempo entre secado y solución matriz menor a 5 min). 
Protocolo C: 
En el protocolo C se utilizó el sobrenadante después de una centrifugación del extracto 
utilizado en el protocolo B. Al igual que el protocolo A, el C es un protocolo de extracción de 
proteínas con la diferencia de la aplicación de frio (-20 ºC) durante una hora. 
El tubo de eppendorf utilizado en la protocolo B se centrifugó a 14.000 rpm durante 2 min. 
Del sobrenadante, se dispensó 1 μl en la tarjeta MALDI por triplicado (en 3 pocillos diferentes). 
Una vez seco se añadió 1 μl de solución de matriz en cada muestra (tiempo entre secado y 
solución matriz menor a 5 min). 
4.6 Instrumentación y base de datos 
El MALDI-TOF utilizado en el estudio es un Microflex LT (Brucker Daltonics®) con el 
software FlexControl que  permite el control del instrumento de manera rápida. El sistema de 
interpretación no obstante lo realiza el MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonik) que compara el 
espectro obtenido con la base de datos. Al comienzo del estudio se utilizó la base de datos 
Mycobacteria Library 1.0 (incluye 94 especies de micobacterias) y más tarde la Mycobacteria 
Library 2.0 (que incluye 131 especies de micobacterias). Las absorbancias obtenidas en la 
primera versión se traspasaron a la más actual, pudiendo de esta manera ampliar el panel de 
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las especies a identificar. El soporte utilizado es la tarjeta MALDI que tiene capacidad para 96 
determinaciones.  
4.7 Interpretación de los resultados  
Los resultados son interpretados automáticamente por el software MALDI Biotyper 3.1 
(Bruker Daltonik). Este programa analiza los picos de proteínas obtenidos mediante un 
algoritmo. Este se basa en la comparación de los patrones espectrales y los compara con los 
picos de las proteínas de la base de datos. De esta forma obtiene como resultado un valor  
numérico denominado “score”. Este score se basa en el grado de identidad o de similitud. La 
identificación será determinada por el score más elevado. En este estudio se evaluaron 
diferentes intervalos de detección: 
 Según el fabricante: los resultados se ofrecen en tres categorías según el score 
obtenido que depende de la detección de proteínas y la similitud con la base de 
datos. En la Tabla 7 se representa la clasificación en las tres categorías según los 
intervalos de identidad: identifica la especie (score 2-3) o el género (score 1,7-1,999)  
o presenta una ausencia de identificación (score 0-1,699). Hay referencias que 
adoptan como identificación de especie score ≥ 1,7 (Kaleta et al., 2011). En este 
estudio sólo cuando presente las 3 detecciones (repeticiones) en un mismo protocolo 
con un resultado de identificación de género (score 1,7-1.999) se le asignará una 
identificación de especie (score ≥2).  
Tabla 7. Intervalos de identidad o similitud. 
- Identificación de especie (score 2-3).  
- Identificación de género (score 1,7-1,999).  
- Identificación no fiable (score 0-1,699).  





Intervalos  de valores Descripción símbolos Color  
2,000 3,000 identificación de especie +++ verde 
1,700 1,999 identificación de genero + amarillo 
0,000 1,699 identificación no fiable - rojo 
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 Según el estudio: los resultados obtenidos (anexo 9.3) llevaron a la proposición de la 
siguiente clasificación (Tabla 8): 
 Identificación fiable (score ≥ 1,7) e identificación no fiable (score 0,001-1,699). 
 En la identificación no fiable se diferenciaron las que no detectó proteínas 
(score 0) y las que sí detectó proteínas (score 0,001-1,699).  
 Identificación correcta cuando la identificación MALDI-TOF coincide con la 
identificación de los métodos convencionales o de la secuenciación. 
 
 
Tabla 8. Detección de proteínas e identificación fiable. 
Intervalos de valores Detección de proteínas Identificación 
≥ 1,7 Sí Fiable 
0,001-1,699 Sí No fiable 
0 No No fiable 
- Intervalo de valores (score ≥ 1,7; 0,001-1,699; 0) 
- detección de proteínas (≥ 0,001). 
- identificación fiable (≥1,7). 
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5. RESULTADOS 
5.1 Consideraciones preliminares 
Los experimentos se llevaron a cabo durante los meses de abril, mayo y junio de 2014, 
partiendo de 66 cepas. Para hacer un seguimiento y análisis de los resultados se creó una 
base de datos (anexo 9.3) y se le asignó a cada cepa un número, llamándolo número de cepa 
maldi (NM). La observación macroscópica de los cultivos en medio sólido (ver sección 4.2) 
se pudo realizar correctamente. Como resultado, a medida que los cultivos eran positivos se 
procesaron por el MALDI-TOF. El crecimiento fue: 3/66 (5%) cepas antes del décimo día de 
incubación, 31/66 (47%) cepas entre 11-20 días de incubación, 16/66 (24%) cepas entre 21-
30 días de incubación, 8/66 (12%) cepas entre 31-40 días de incubación y 8/66 (12%) cepas 
con más de 40 días de incubación. 
A cada una de las cepas micobacterianas se les aplicaron 3 protocolos (ver sección 4.5): 
el protocolo del fabricante (A) y los dos protocolos propuestos (B y C). Como se ha 
mencionado, el protocolo B parte del protocolo A y el protocolo C parte del protocolo B. Los 
protocolos A, B y C se realizaron por triplicado para cada cepa. Por último, se analizaron los 
resultados de forma conjunta (A+B+C), donde se escogió el mejor resultado de los 3 
protocolos. 
El objetivo de este tipo de medidas es determinar el género y la especie micobacteriana. El 
MALDI-TOF opera con el software MALDI Biotyper 3, el cual está conectado a una base de 
datos micobacteriana permitiendo la identificación de las cepas. Para introducir y quitar la 
placa MALDI se debió realizar el vacío, proceso el cual lleva entre 1-3 min. Una vez 
introducida la placa MALDI el equipo demoró 45 s por cada muestra. El programa da un valor 
(score) de 0 a 3 en función de la coincidencia de los resultados obtenidos con dicha librería. 
Un score ≥ 2 se considera identificación de especie, un score 1,7-1,999 identificación de 
género y un score 0-1,699 identificación no fiable. (Tabla 8). El programa genera un informe 
de resultados globales (anexo 9.5.2) e individuales (anexo 9.5.1). 
Al comienzo del estudio se trabajó con la base de datos  Mycobactery Library versión 1.0, 
pero más tarde se actualizó a la versión 2.0 pudiendo así ampliar los resultados. 
Concretamente, se traspasaron las absorbancias de 2 cepas en las que no se detectó 
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proteínas en la versión 1.0, dando identificación no fiable en la 2.0 (es decir, detección de 
proteínas sin identificación fiable). 
5.2  Imágenes del FlexControl en la detección de proteínas mediante MALDI-TOF 
En las siguientes figuras se observa el láser estimulando a la muestra y sus respectivos 
espectros de color azul claro, con la semejanza encontrada en la base de datos de color azul 
oscuro. En ambas se observan picos bien definidos pero con intensidades bajas, lo que 
dificulta su identificación. El primer análisis  (Figura 14) seguramente no se identifique, ya que 
no sobrepasa las 600 [A] (donde [A] es una absorbancia, intensidad arbitraria propuesta por el 
fabricante) y el segundo análisis (Figura 15) si lo hace será con un score muy bajo, ya que 
solo un segundo pico sobrepasa las 600 [A]. 
 
Figura 14. Captura de pantalla del programa FlexControl. El espectro superior representa la muestra 
que analiza y el espectro inferior un espectro semejante de la base de datos. La identificación será 
negativa o no fiable por que presenta valores inferiores a 600 [A].  
 
 
Figura 15. Captura de pantalla del programa FlexControl. El espectro superior representa la muestra 
que analiza y el espectro inferior un espectro semejante de la base de datos. La identificación será 
fiable por que presenta valores inferiores a 600 [A].  
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5.3 Análisis de los protocolos  
5.3.1 Resultados analizados según el intervalo de identidad (MALDI BioTyper 3.1 con 
Mycobacteria Library 2.0) 
En la Tabla 9 se muestra una comparación de los resultados de las 66 cepas analizadas 
con los diferentes protocolos. En el protocolo A (versión 3 del fabricante) se detectaron 
proteínas en 21 cepas, identificando 1 cepa de género y 6 cepas de especie. En el protocolo 
B (protocolo propuesto por el estudio) se detectaron proteínas en 51 cepas, identificando 20 
cepas de género y 8 cepas de especie. En el protocolo C (protocolo propuesto por el estudio) 
se detectaron proteínas en 32 cepas, identificando 18 cepas de género y 10 cepas de 
especie.  
Se evaluaron los tres protocolos conjuntamente obteniendo (anexo 9.3) una detección de 
proteínas en 57 cepas, una identificación de 13 cepas de género y 24 cepas de especie. Los 
intervalos de similitud con la base de datos están en la Tabla 7. 
Tabla 9. Resultados con el intervalo de identidad (MALDI BioTyper 3.1                      
Mycobactery Library 2.0)  
Clasificación de identificación según los valores de los intervalos de identidad. Análisis de 3 protocolos                          
más el análisis en conjunto de las 66 cepas. Entre paréntesis: el  porcentaje respecto de las 66 cepas. 
 
Teniendo en cuenta que la identificación de especie incluye la identificación de género, los 
resultados globales para la identificación de género (score ≥ 1,7) son: protocolo A7 cepas 














A 45 (68%) 14 (21%) 1 (2%) 6 (9%) 66 
B 15 (23%) 16 (24%) 20 (30%) 15 (23%) 66 
C 34 (52%) 14 (21%) 8 (12%) 10 (15%) 66 
Análisis A+B+C 9 (14%) 20 (30%) 13 (20%) 24 (36%) 66 
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En la Figura 16 se observa una incidencia de detecciones negativas de proteínas en el 
protocolo A y en el protocolo C, con una identificación muy baja de especie. En cambio, el 
protocolo B tiene los resultados homogéneos en los 4 grupos. Por otro lado, el análisis 
conjunto (A+B+C) es el que tiene más detección de proteínas positivas con mayor 
identificación de especie pero con  menor identificación de género respecto al protocolo B. 
   
Figura 16. Representación gráfica de los resultados con el intervalo de identidad (MALDI BioTyper 3.1 con 
Mycobactery Library 2.0). Protocolo A: con acetonitrilo y ácido fórmico; protocolo B: agregando congelación; 
protocolo C: agregando congelación con centrifugación y utilizando sobrenadante; protocolo o análisis A+B+C: 
comparación y obtención del mejor resultado de los 3 protocolos. 
 
5.3.2 Modificación de los intervalos  
Del análisis de los resultados (anexo 9.4), se establecieron unos nuevos límites de 
fiabilidad (Tabla 8) utilizando los intervalos de similitud con la base de datos. Estos son: no 
fiable (0-1.699) y fiable  (≥ 1,7).  
En la Tabla 10 se expresan los resultados aplicando los intervalos propuestos con los 
protocolos experimentales. El protocolo A obtuvo el menor número de identificaciones fiables, 

















A B C (A+B+C) 
no identificadas (0) 
Identificación no fiable 
(0,001-1,699) 
Identificación de género 
(1,7-1,999) 
Identificación de especie (>2) 
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Tabla 10. Resultados según el grado de fiabilidad para cada protocolo. 
Clasificación de identificación según los valores de los intervalos de fiabilidad.  
Análisis de 3 protocolos más el análisis en conjunto de las 66 cepas.  
Entre paréntesis: el  porcentaje respecto de las 66 cepas. 
En la Figura 17 se observa que los protocolos A y C tienen valores superiores en la 
identificación no fiable respecto la fiable. Ocurre lo contrario con el protocolo B y el análisis 
(A+B+C) teniendo valores superiores en la identificación fiable respecto la no fiable. 
 
Figura 17. Representación gráfica de los resultados según el intervalo de fiabilidad. Protocolo A: con acetonitrilo 
y ácido fórmico; protocolo B: agregando congelación; protocolo C: agregando congelación con centrifugación y 
utilizando sobrenadante; protocolo o análisis A+B+C: comparación y obtención del mejor resultado de los 3 
protocolos. 
 
5.4 Detección de proteínas con el análisis A+B+C mediante MALDI-TOF 
Hubo algunas cepas en las que no se detectaron proteínas con ninguno de  los protocolos 
(anexo 9.3). Es por ello que analizamos A+B+C ya que nos ofrece un resultado global. En la 
Figura 18 se representan el total de cepas estudiadas (n=66) y el valor de cepas en las que 





A B C (A+B+C) 




No fiable (0 -1,699) Fiable ( ≥ 1,7) 
A 59 (89%) 7 (11%) 66 
B 31 (46%) 35 (54%) 66 
C 48 (72%) 18 (28%) 66 
Análisis A+B+C 29 (44%) 37 (56%) 66 
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de datos Mycobacteria Library 2.0, son MNT de crecimiento lento y MTUBC con un tiempo de 
incubación entre 17-58 días. 
 
 
Figura 18. Representación gráfica de la detección de proteínas mediante el espectrómetro de masas                                
MALDI-TOF Microflex LT (Brucker Daltonics®). Entre paréntesis se expresa el porcentaje sobre n= 66 cepas. 
 
5.4.1 Cepas en las que se detectaron proteínas 
Las proteínas detectadas basadas en el intervalo de similitud (Tabla 7) reflejan tres 
grandes grupos. La Figura 19 muestra la cantidad de cepas con identificación no fiable, de 
género y de especie. La identificación de especie representa un total de 24 cepas siendo 6 
cepas las MNT de crecimiento rápido, 6 cepas las MNT de crecimiento lento y las restantes 
las MTUBC. La identificación de género corresponde a 37 cepas con score ≥ 1,7, de las 
cuales 13 cepas con score 1,7-1,999. 
 
Figura 19. Representación gráfica de las cepas en las que se ha detectado proteínas. Clasificación según la 
identificación de especie, probable género o identificación no fiable. Entre paréntesis se refleja el porcentaje sobre 
57 cepas que parten de las 66 cepas estudiadas. 
9; (14%) 
57; (86%) 
Cepas sin detección de 
proteínas 





Identificación no fiable (0,001-1,699) 
Identificación  de género (1,7-1,999) 
Identificación de especie (≥2) 
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5.5 Concordancia entre las identificaciones mediante métodos de referencia                                      
y el MALDI-TOF 
En los resultados se refleja la identificación con métodos de referencia (basada en métodos 
fenotípicos, de detección por inmunocromatografía y técnicas moleculares) y con el MALDI-
TOF (basada en la detección de proteínas por espectrometría de masas).  
Los resultados se expresaran de la siguiente manera: 
- Si se supera el intervalo de similitud ≥ 1,7, la identificación será fiable. 
-Si la especie coincide en los dos métodos (referencia vs. MALDI-TOF), la identificación 
será correcta.  
Si los resultados discrepan en ambas técnicas se procederá al análisis genotípico 
mediante secuenciación 16Sr RNA para determinar si la identificación por MALDI-TOF es 
correcta o no. 
5.5.1 MNT de crecimiento rápido 
La detección de proteínas en las MNT de crecimiento rápido fueron 17 positivas de 17 
cepas (Tabla 11): 6 identificaciones de especies, 4 identificaciones de género y 7 
identificaciones no fiables. Las especies que no coinciden se analizaron de forma individual:   
 La cepa número maldi (NM) 49 dio un resultado diferente de especie (M. peregrinum 
(grupo M.FOR) con un score 1,7-1.999). Para confirmar la especie se realizó la 
secuenciación y el resultado final fue M. fortuitum siendo un resultado diferente al 
expresado por el MALDI-TOF. Por lo tanto la identificación es incorrecta. 
 En cambio la NM 51 y la NM 66 dan resultados diferentes de especie (ambas con un 
score≥ 2). Para confirmar las especies se realizaron las secuenciaciones y los 
resultados finales fueron M. setense (grupo M.FOR) y M. magaritense (grupo M.FOR) 
respectivamente, siendo un correcto resultado el expresado por el MALDI-TOF.  
 La NM 22 y la NM 71 no se comprobaron ya que ambas tenían un score de 
identificación no fiable (0,001-1,699). 
 
5.5.2 MNT de crecimiento lento 
La detección de proteínas en las MNT de crecimiento lento fueron 14 positivas de 21 
cepas (Tabla 12): 6 con identificación de especie, 2 de identificación de género y 6 de 
identificación no fiable. De las 7 cepas negativas que no se detectaron proteínas se 
repitieron las extracciones sin obtener resultados positivos. Las especies que no coincidían 
se analizaron de forma individual:  
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- Las cepas NM 49 y la NM 91 no se comprobaron ya que ambas tenían,                                
score  0,001-1,699. 
- Las cepas que fueron identificadas con los métodos de referencia como M. intracellulare, 
y que por el MALDI-TOF dieron M. chimaera (grupo MINT) se les asignó como 
identificación correcta porque la base de datos no las puede diferenciar (expresado 
Mycobactery Library 2.0). 
 
Tabla 11. Concordancia entre las MNT de crecimiento rápido 
  IDENTIFICACIÓN 
NM MR Mediante MALDI-TOF FIABLE Secuenciación 16S rRNA 
CORRECTA 
(especie) 
44 M. abscesus M. abscesus sí - sí 
45 M. abscesus M. abscesus sí - sí 
46 M. abscesus M. abscesus sí - sí 
76 M. abscesus M. abscesus sí - sí 
70 M. chelonae M. chelonae no - sí 
48 M. fortuitum M. porcinum (grupo MFOR) sí - sí 
49 M. fortuitum M. peregrinum (grupo MFOR) sí M. fortuitum no 
50 M. fortuitum M. fortuitum sí - sí 
51 M. fortuitum M. setense (grupo MFOR) sí M. setense (grupo MFOR) sí 
52 M. fortuitum M. fortuitum no - sí 
53 M. fortuitum M. fortuitum no - sí 
54 M. fortuitum M. fortuitum no - sí 
55 M. fortuitum M. fortuitum no - sí 
66 M. fortuitum M. magaritense (grupo MFOR) sí M. magaritense (grupo MFOR) sí 
71 M. mucogenicum M. aubagnense no - no 
30 M. mucogenicum M. mucogenicum sí - sí 
NM: cepa número MALDI-TOF. MR: Identificación con métodos de referencia (métodos fenotípicos, 
detección por inmunocromatografía y técnicas moleculares). Identificación mediante MALDI-TOF, 
clasificación (Tabla 7). Identificación fiable score ≥ 1,7, identificación no fiable score < 1,7. 
Identificación con Secuenciación 16S rRNA en los casos que se tenga que comprobar la especie. 
Identificación correcta de especie (mediante MALDI-TOF), cuando coincida con su identificación 




De las 28 cepas analizadas 19 fueron previamente identificadas con métodos de 
referencia como MTUBC, con lo cual la identificación por el MALDI-TOF nos amplía la 
información de la especie que pertenece la cepa. 
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La detección de proteínas en las MTUBC fueron 26 positivas de 28 cepas (Tabla 13): 12 
con identificación de especie, 7 con identificación de género y 7 con identificación no fiable. 
En las 2 cepas que no se detectaron proteínas se repitió la extracción sin obtener 
resultados positivos. En los resultados se visualiza: 
 La cepa NM 41 como la única que obtuvo una identificación fiable sin una  
identificación correcta.  
 Las cepas NM 1, la NM 2 y la NM 3 que no coinciden en la identificación previa y no 
se comprobaron, ya que fueron no fiables (0,001-1,699) 
 
Tabla 12. Concordancia entre las MNT de crecimiento lento 
IDENTIFICACIÓN 
NM MR Mediante MALDI-TOF FIABLE Secuenciación 16S rRNA 
CORRECTA 
(especie) 
75 M. arupense M. arupense no - sí 
8 M. avium M. avium sí - sí 
68 M. canariasense   no - no 
14 M. gastri M. rufum no - no 
79 M. gastri   no - no 
32 M. gordonae M. gordonae sí - sí 
31 M. intracellulare   no - no 
35 M. intracellulare M. chimaera (grupo MINT) no - no 
85 M. intracellulare M. chimaera (grupo MINT) sí NP sí/no 
86 M. intracellulare   no - no 
90 M. intracellulare M. chimaera (grupo MINT) sí NP sí/no 
92 M. intracellulare   no - no 
97 M. intracellulare M. chimaera (grupo MINT) sí NP sí/no 
99 M. intracellulare M. chimaera (grupo MINT) no - no 
20 M. kansassi M. kansassi sí - sí 
74 M. kansassi   no - no 
98 M. kansassi M. kansassi no - no 
67 M. lentiflavum   no - no 
91 M. madagascariense M. pulveris/M. marinum no - no 
72 M. xenopi M. xenopi sí - sí 
73 M. xenopi M. xenopi sí - sí 
NM: cepa número MALDI-TOF. MR: Identificación con métodos de referencia (métodos 
fenotípicos, detección por inmunocromatografía y técnicas moleculares). Identificación mediante 
MALDI-TOF, clasificación (Tabla 7). Identificación fiable score ≥ 1,7, identificación no fiable score 
< 1,7. Identificación con Secuenciación 16S rRNA en los casos que se tenga que comprobar la 
especie. Identificación correcta de especie (mediante MALDI-TOF), cuando coincida con su 
identificación dándole mayor importancia a la identificación por secuenciación. 
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Tabla 13. Concordancia entre las M. tuberculosis complex 
IDENTIFICACIÓN  





59 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
no - sí - 
60 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
bovis) 
sí - sí - 
61 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
sí - sí - 
62 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
sí - sí - 
63 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
sí - sí - 
64 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
sí - sí - 
65 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
sí - sí - 
69 M. tuberculosis complex  no - no - 
77 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
sí - sí - 
78 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
bovis) 
sí - sí - 
81 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex 
(M.tuberculosis) 
sí - sí - 
82 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex 
(M.tuberculosis) 
sí - sí - 
83 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex 
(M.tuberculosis) 
sí - sí - 
87 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
bovis) 
sí - sí - 
88 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
bovis) 
sí - sí - 
89 M. tuberculosis complex  no - no - 
93 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
sí - sí - 
94 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
bovis) 
no - sí - 
95 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
no - sí - 
96 M. tuberculosis complex 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
sí - sí - 
1 
M. tuberculosis complex (M. 
bovis-BCG) 
M. tuberculosis complex 
(M.bovis) 
no - sí no 
2 
M. tuberculosis complex (M. 
bovis-BCG) 
M. tuberculosis complex 
(M.bovis) 
no - sí no 
42 
M. tuberculosis complex (M. 
bovis) 
M. tuberculosis complex 
(M.bovis) 
no - sí sí 
41 
M. tuberculosis complex (M. 
canetti) 








M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
M. tuberculosis complex 
(M.bovis) 
no - sí no 
4 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
sí - sí sí 
5 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
sí - sí sí 
43 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
M. tuberculosis complex (M. 
tuberculosis) 
sí - sí sí 
NM: cepa número maldi. MR:Identificación con métodos de referencia (métodos fenotípicos, detección por 
inmunocromatografía y técnicas moleculares). Identificación mediante MALDI-TOF, clasificación (Tabla 7). 
Identificación fiable score ≥ 1,7, identificación no fiable score < 1,7. Identificación con Secuenciación 16S rRNA 
en los casos que se tenga que comprobar la especie. Identificación correcta de MTUBC y a demás 
identificación correcta de especie (mediante MALDI-TOF), cuando coincida con su identificación dándole mayor 
importancia a la identificación por secuenciación. 
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5.6 Correlación entre detección e identificación correcta 
Se analiza si hay correlación entre la detección de proteínas y la identificación correcta de 
la cepa comparando el resultado obtenido por MALDI-TOF con la identificación por los 
métodos de referencia o secuenciación (Figura 20). En el caso de las MTUBC se estableció 
identificación correcta cuando el MALDI-TOF identifica que pertenece al complejo.  
En las 24 cepas con detección de proteínas con un score ≥ 2, las identificaciones de 
especie fueron correctas. En cambio, en las 13 cepas con un score 1,7-1,999 fue incorrecta la 
identificación en 1 cepa. Por el contrario, en las 20 cepas con un score 0-1,699 fueron 
incorrectas las identificaciones en 6 cepas. Claramente se observa, como ya ha sido 
comunicado previamente (Bessède et al., 2011), que la mayor especificidad y sensibilidad se 
obtienen con un score ≥ 2. 
 
Figura 20. Representación gráfica de la detección de proteínas con el MALDI-TOF Microflex LT                        
(Brucker Daltonics®) respecto a las identificaciones de referencia llevadas a cabo en el HUB. Entre 
















Detección de proteinas 57/66 (86%) Identificación correcta 50/57 (88%) 
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6. DISCUSIÓN 
La proteómica es una parte de la ciencia que nos permite identificar a las bacterias 
convencionales sin ningún inconveniente mediante el estudio de sus proteínas. Consiste en la 
aplicación de un sistema de identificación rápida basado en la espectrometría de masas 
(MALDI-TOF). Las micobacterias necesitan un tratamiento previo antes de su análisis con el 
MALDI-TOF, ya que sus características difieren de las de bacterias convencionales. En una 
primera fase de pruebas preliminares se aplicaron varios protocolos (anexo 9.2) a pequeña 
escala. Finalmente se optó por realizar tres protocolos a 66 cepas, con el protocolo más 
reciente de la casa comercial (A: con acetonitrilo y ácido fórmico) y otros dos propuestos en el 
estudio (B: añadiendo congelación y C: añadiendo congelación con centrifugación y 
empleando el sobrenadante) basados en reacciones físicas y químicas. Los resultados 
obtenidos se han comparado con los métodos de referencia llevados a cabo en el HUB, que 
son más lentos en el proceso de la identificación del género Mycobacterium. 
En referencia al MALDI-TOF es muy importante mantener el vacío necesario para que el 
espectrómetro trabaje adecuadamente. Si el procedimiento de vacío no es correcto el sistema 
sufre demoras en el análisis de las muestras. Una vez introducida la tarjeta MALDI-TOF con 
las muestras se programan las lecturas; si el resultado no es adecuado se puede volver a 
programar para que vuelva a procesarse sin extraer la tarjeta MALDI-TOF. Aunque la matriz 
se degrade por cada disparo del láser, se gana tiempo y se evita hacer el vacío 2 veces. Este 
también requiere calibraciones y controles de calidad frecuentes, semanales y diarios 
respectivamente. 
Los resultados se analizaron de tres maneras diferentes según los protocolos utilizados 
con la finalidad de establecer si la técnica y el sistema MALDI-TOF se adaptan a la rutina del 
HUB en la identificación del género Mycobacterium. Se han estudiado los intervalos de 
identidad (intervalos propuestos por el fabricante), los intervalos de fiabilidad y la detección de 
proteínas (ambos propuestos por el estudio). 
Con el intervalo de identidad establecido (score 0-1,699; 1,7-1,999; ≥ 2) los datos 
obtenidos muestran que el protocolo A es menos eficaz a la hora de identificar el género y la 
especie, a diferencia del protocolo B, que destaca por un incremento en el número de 
identificaciones. Por otro lado, el protocolo C es capaz de identificar el doble de micobacterias 
que el protocolo A pero no consigue ser superior al B. No obstante, el análisis conjunto 
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(A+B+C) tiene los mejores resultados en cuanto a la identificación de especie, ya que utiliza el 
mejor resultado de los 3 protocolos. 
Los datos obtenidos con un determinado intervalo de fiabilidad (score ≥ 1,7) demuestran 
que el protocolo A, al igual que el C, son, en su mayoría, de identificación no fiable. El 
protocolo B, en cambio, consigue identificaciones fiables en más de la mitad de las cepas 
analizadas, al igual que si analizamos A+B+C. Por lo tanto, los datos reflejan que los 
protocolos que mejor se adaptan son el B, que utiliza tanto el sobrenadante como el 
sedimento de cada extracto, y la aplicación conjunta (A+B+C), que emplea el mejor resultado 
de los 3 protocolos. 
Según los datos obtenidos en la detección de proteínas, con el análisis A+B+C se 
detectaron proteínas en un número elevado de cepas (86%). De las cepas en las que se 
detectó proteínas, en un alto porcentaje (88 %) se obtuvo una identificación correcta, es decir 
al ser comparadas con los métodos de referencia coincidieron con su identificación. En 
cambio, las identificaciones incorrectas, en cambio, corresponden a cepas con un                         
score < 1.999. Por lo tanto, las identificaciones de especie (score ≥ 2) son todas correctas.  
En este proyecto se ha comprobado que los puntos clave de esta técnica son las 
siguientes: disponer de una base de datos actualizada, ya que un resultado negativo en la 
identificación micobacteriana podría ser un falso negativo por no estar ésta registrada en la 
base de datos; y poseer un protocolo universal para la extracción correcta de proteínas ya 
que, en caso contrario, el espectro de proteínas obtenido podría no ser adecuado. Por estos 
motivos se requiere revisión de los resultados (espectros de los picos de proteínas) por el 
personal técnico cualificado para determinar el porqué de un resultado negativo. 
El análisis A+B+C, el que ha obtenido los mejores resultados, es una alternativa buena 
desde mi punto de vista porque es un protocolo correlativo que parte del mismo extracto 
inactivado. Se podría utilizar de referencia realizando el A y posteriormente el B y el C 
sucesivamente, de esta manera no sería necesario realizar cada protocolo por triplicado. 
Existen numerosas ventajas: a) se puede finalizar en el A o B si se obtiene una buena 
identificación sin tener que realizar los 3 protocolos; b) se analiza el sobrenadante con el A, la 
mezcla con la aplicación de frío con el B y el sobrenadante con la aplicación de frio con el C, 
de manera que el análisis de la muestra es más compleja; y c) utilizando el intervalos de 
identidad; tres detecciones de una misma cepa con identificación de género (score 1,7-1.999) 
se da como identificación de especie (score ≥ 2). 
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7. CONCLUSIONES 
La metodología utilizada en este Trabajo de Fin de Grado es una metodología innovadora 
en el ámbito de la identificación microbiológica, mediante el estudio de las proteínas con el 
espectrómetro de masas MALDI-TOF.  
Este proyecto se centra en estudiar y establecer un protocolo idóneo para la identificación 
de micobacterias, ya que éstas necesitan un proceso preliminar por sus características 
biológicas. Se observa que la identificación de micobacterias por el MALDI-TOF es un método 
rápido, fácil y que requiere poca instrumentación para el tratamiento previo. 
A continuación se muestran las principales conclusiones relativas a los resultados 
obtenidos tras el tratamiento de los datos. Cada protocolo fue analizado mediante los 
intervalos de identidad, intervalos de fiabilidad y la detección de proteínas. Según los 
resultados estudiados:  
 El protocolo A (de la casa comercial con acetonitrilo y ácido fórmico) para la extracción 
de proteínas muestra absorbancias muy bajas con pocas identificaciones. Por lo tanto, 
presenta intervalos de identidad bajos al igual que de fiabilidad y pocas detecciones de 
proteínas. 
 El protocolo B (añadiendo congelación al extracto de proteínas y utilizando la mezcla sin 
centrifugar) ha demostrado ser la más eficaz porque obtuvo más resultados de 
identificación de especie con el intervalo de identidad. También presenta buenos 
intervalos de fiabilidad y un número elevado de detecciones de proteínas. 
 El protocolo C (añadiendo congelación con centrifugación y empleando el sobrenadante) 
mejoró la identificación de las cepas, pero no lo suficiente como para ser un protocolo 
idóneo para aplicar de referencia en la identificación de micobacterias. Presenta en los 
intervalos de identidad y de fiabilidad valores más bajos que el protocolo B pero más 
altos que el protocolo A, con un número relativo de detecciones de proteínas. 
Por último, realizar los tres protocolos (A+B+C) de forma rutinaria podría ser una opción 
para identificar más cepas, pero implicaría una duración y un costo mayor en la realización de 
la técnica. 
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En la correlación de detección de proteínas e identificación de micobacterias los datos 
reflejan un 100 % de especificidad en las identificaciones de especie con un score ≥ 2. No 
obstante existen discrepancias con score inferiores a 2. 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante la realización de este Trabajo de Fin 
de Grado destaca el inconveniente que presenta el MALDI-TOF a la hora de analizar las 
micobacterias y la detección de picos bajos de proteínas, espectros con aproximadamente 
400 [A]. Los motivos de este problema, que tendrían que ser analizados en estudios 
posteriores, podrían ser: 
 Que el parámetro establecido (600 [A]) en el sistema de detección es elevado para 
micobacterias.  
 La variación de concentraciones entre analito-matriz. 
 Que la matriz no es la más competente para las micobacterias. 
 Que los protocolos no son adecuado para la extracción de las proteínas de 
micobacterias. 
En resumen, a pesar de que la identificación micobacteriana en el HUB no fue óptima por 
los métodos de extracción de proteínas utilizados, la técnica MALDI-TOF tiene un gran 
potencial en el campo de la identificación micobacteriana y constituyen una técnica muy 
específica, veloz, sencilla y económica. Muy probablemente en un futuro próximo será un 
método de identificación de referencia utilizado en grandes y medianos centros de 
diagnóstico.  
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9.2. Protocolos 
9.2.1.  Protocolos Bruker 
Extracción de proteínas para las Micobacterias (Revisión 1) Marzo 2012. 
 Biomasa de mycobacteria con etanol al 75% en eppendorf de 1,5 ml. 
 Centrifugar 2 min a 14.000 Rpm. Decantar. 
 Lavar el sedimento con 500 μl de agua HPLC 
 Centrifugar 2 min a 14.000 Rpm. Eliminar sobrenadante 
 Resuspender sedimento con 50 μl de agua HPLC 
 Inactivar 30 min en termobloque a 95 ºC 
 Añadir  1,2 ml de etanol frio (-18/-20 ºC) 
 Centrifugar 2 min a 14.000 Rpm. Eliminar sobrenadante 
 Resuspender el sedimento con Acetonitrilo (10-50 μl) 
 Añadir bolitas de sílice (0,5mm) 
 Vortex 1 min 
 Agregar ácido fórmico al 70% (10-50 μl) 
 Vortex 10 segundos 
 Centrifugar 2 min a 14.000 rpm.  
 Dispensar 1 μl de sobrenadante en tarjeta MALDI 
 Añadir 1 μl de solución de matriz 
Extracción de proteínas para las Micobacterias (Revisión 2). Febrero 2013.                                                   
Se llevo a cabo partiendo de medio Löwenstein-Jensen y de liquido /H10.                                                                                                            
 En un eppendorf de 1,5 ml añadir 300 μl de agua HPLC 
 Transferir suficiente cantidad de micobacteria (cantidad proporcional entre 2-5 μl) 
 Inactivar 30 min en termobloque a 95 ºC 
 Centrifugar 2 min a 14.000 Rpm. Eliminar sobrenadante 
 Añadir 300 μl de agua HPLC 
 Mezclar muy bien y añadir 900 μl de etanol al 100 %. Mezclar muy bien utilizando vortex. 
 Centrifugar 2 min a 14.000 Rpm. Eliminar sobrenadante 
 Añadir 500 μl de agua HPLC y resuspender muy bien el sedimento 
 Centrifugar 2 min a 14.000 Rpm. Eliminar sobrenadante con puntas de pipeta 
 Añadir 50 μl de agua HPLC y resuspender muy bien el sedimento 
 Calentarla durante 10 minutos a 95 ºC en un termobloque 
 Dejar enfriar la muestra y añadir 1,2 ml de etanol al 100 % frio (-18/20 ºC) 
 Centrifugar 2 min a 14.000 Rpm. Eliminar sobrenadante. Si fuera necesario centrifugar otra vez y eliminar 
sobrenadante con punta de pipetas 
 Dejar secar el sedimento con el tubo abierto durante 2 min 
 Añadir bolitas de sílice (0,5 mm) 
 Añadir Acetonitrilo (10-50 μl) 
 Vortex 1 min 
 Agregar ácido fórmico al 70% (10-50 μl) y mezclar con vortex 
 Centrifugar 2 min a 14.000 rpm 
 Dispensar 1 μl de sobrenadante en tarjeta MALDI 
 Añadir 1 μl de solución de matriz 
Extracción de proteínas para las Micobacterias (Revisión 3). Febrero 2014.                                                                                               
Este protocolo fue realizado en 3 ocasiones con técnicos de la casa comercial  y han aconsejado probar los tubos y las puntas de 
pipeta. Por este motivo, se comparó el material:, tubos cónicos y puntas sin Marca y de la Marca Eppendorf®. 
 En un eppendorf de 1,5 ml añadir 300 μl de agua HPLC 
 Transferir suficiente cantidad de micobacteria (cantidad proporcional entre 2-5 μl) 
 Inactivar 30 min en termobloque a 95 ºC 
 Añadir 900 μl de etanol al 100%. Mezclar muy bien usando vortex 
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 Centrifugar 2 min a 14.000 rpm. Eliminar sobrenadante. Si fuera necesario centrifugar otra vez y eliminar 
sobrenadante con punta de pipetas 
 Dejar secar el sedimento con el tubo abierto durante 2 min 
 Añadir bolitas de sílice (0,5 mm) 
 Añadir Acetonitrilo (10-50 μl) 
 Vortex 1 min 
 Agregar acido formico al 70% (10-50 μl) y mezclar con vortex 
 Centrifugar 2 min a 14.000 Rpm.  
 Dispensar 1 μl de sobrenadante en tarjeta MALDI 
 Añadir 1 μl de solución de matriz 
9.2.2 Otros Protocolos 
Extracción simple con ácido fórmico                                                                                                                              
Se llevo a cabo a partir del medio: Löwenstein-Jensen, Chocolate 
 En un eppendorf de 1,5 ml añadir 300 μl de agua HPLC 
 Transferir suficiente cantidad de micobacteria (cantidad proporcional entre 2-5 μl) 
 Inactivar 30 min en termobloque a 95 ºC 
  lavados con Etanol Absoluto 800 μl. 
 Centrifugar 2 min a 14.000 rpm y decantar sobrenadante 
 2º lavados con agua HPLC 800 μl. 
 Centrifugar 2 min a 14.000 rpm.  
 Dispensar 1 μl de sobrenadante en tarjeta MALDI 
 Añadir 1 μl de ácido fórmico 
 Añadir 1 μl de solución de matriz 
Extracción con bolitas de cristal (2,5mm) 
 En un eppendorf de 1,5 ml añadir 300 μl de agua HPLC 
 Transferir suficiente cantidad de micobacteria (cantidad proporcional entre 2-5 μl) 
 Inactivar 30 min en termobloque a 95 ºC 
 Añadir 900 μl de etanol al 100%. Mezclar muy bien usando vortex 
 Centrifugar 2 min a 14.000 rpm. Eliminar sobrenadante. Si fuera necesario centrifugar otra vez y eliminar 
sobrenadante con punta de pipetas 
 Dejar secar el sedimento con el tubo abierto durante 2 min 
 Añadir bolitas de sílice (2,5 mm) 
 Añadir Acetonitrilo (10-50 μl) 
 Agregar acido fórmico al 70% (10-50 μl) y mezclar con vortex 
 MICKEL 10 min 
 Centrifugar 2 min a 14.000 Rpm 
 Dispensar 1 μl de sobrenadante en tarjeta MALDI 
 Añadir 1 μl de solución de matriz 
9.2.3Variantes 
 En cada uno de los protocolos se ha probado con diferentes concentraciones de 
ácido fórmico (70-80-90-100%).               
 Homogenizadores (Vortex vertical, Vortex Horizontal, MICKEL). 
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9.3. Base de datos creada para el estudio 
MNT 
NM: número cepa MALDI-TOF. NLAB: número de Laboratorio. DPR: día de protocolo realizado. DI: días de incubación. PT: protocolos (A-B-C). verde (score ≥ 2), 
amarillo (score 1,7-1,999), rojo (score 0,001-1,699), negro (0). 
Micobacteria PT A PT A PT A PT A PT B PT B PT B PT B PT C PT C
NM NLAB Identificación por métodos de rutina Identificación mediante MALDI-TOF DPR DI 1er R 2do R 3er R VM 1er R 2do R 3er R VM 1er R 2do R
44 13/259155 M. abscesus M. abscesus 08-jun 23 0 0 0 0 1,954 1,881 0 1,954 0 1,307
45 14/347030 M. abscesus M. abscesus 24-may 11 0 0 1,657 1,657 0 0 1,63 1,63 1,326 1,772
46 14/334936 M. abscesus M. abscesus 08-jun 23 1,646 0 0 1,646 0 1,949 0 1,949 1,726 1,996
76 14/254787 M. abscesus M. abscesus 21-may 15 0 0 0 0 2,007 2,071 2,141 2,141 0 0
75 14/216091 M. arupense M.arupense 22-may 32 0 0 0 0 0 0 1,592 1,592 0 0
8 14/292260 M. avium M. avium 08-jun 17 0 0 0 0 1,795 1,375 0 1,795 0 0
47 14/204011 M. chelonae M. porcinum 08-jun 23 0 0 1,934 1,934 2,152 0 2,122 2,152 0 0
70 14/247049 M. chelonae M. chelonae 20-may 37 1,318 1,497 0 1,497 0 0 1,26 1,26 1,25 1,291
48 13/301136 M. fortuitum M. porcinum 21-may 8 0 0 0 0 2,029 1,969 0 2,029 0 1,997
49 13/307806 M. fortuitum M. peregrinum 02-jun 20 1,296 1,343 0 1,343 1,596 1,736 1,591 1,736 1,667 1,698
50 13/309823 M. fortuitum M. fortuitum 02-jun 20 0 0 0 0 2,257 2,271 2,263 2,271 0 2,01
51 13/311746 M. fortuitum M. setense 02-jun 20 1,349 0 0 1,349 1,766 1,864 1,696 1,864 1,743 1,755
52 13/318389 M. fortuitum M. fortuitum 08-jun 26 0 0 0 0 0 0 1,467 1,467 0 0
53 13/323292 M. fortuitum M. fortuitum 08-jun 26 1,301 0 0 1,301 1,292 1,444 1,177 1,444 1,18 1,272
54 13/330787 M. fortuitum M. fortuitum 08-jun 26 1,391 1,279 1,262 1,391 0 0 0 0 1,417 0
55 13/326790 M. fortuitum M. fortuitum 08-jun 26 0 0 0 0 1,596 0 0 1,596 0 1,435
66 14/254043 M. fortuitum M. magaritense 20-may 15 2,126 0 0 2,126 1,986 2,009 2,049 2,049 0 0
14 05/225167 M. gastri M. rufum 08-jun 17 0 0,986 0 0,986 0 0 0 0 0 0
79 14/243305 M. gastri 21-may 58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
32 13/320239 M. Gordonae M. gordonae 08-jun 17 1,537 0 0 1,537 2,15 0 0 2,15 1,215 0
31 13/301113 M. intracellulare 08-jun 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
35 14/318514 M. intracellulare M. chimaera (grup MINT) 08-jun 17 0 0 0 0 1,165 0 0 1,165 0 1,588
85 14/243159 M. intracellulare M. chimaera (grup MINT) 24-may 46 0 0 0 0 0 1,945 1,871 1,945 0 0
86 14/229986 M. intracellulare 24-may 32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
90 14/243783 M. intracellulare M. chimaera (grup MINT) 24-may 44 0 0 2,083 2,083 0 0 1,758 1,758 0 0
92 14/243160 M. intracellulare 24-may 46 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
97 14/339868 M. intracellulare M. chimaera (grup MINT) 08-jun 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
99 14/343941 M. intracellulare M. chimaera (grup MINT) 08-jun 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 99/81411 M. kansassi M. kansassi 08-jun 17 0 1,955 1,768 1,955 0 0 1,974 1,974 0 0
74 14/248691 M. kansassi 21-may 35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
98 99/75706 M. kansassi M. kansassi 08-jun 19 1,404 0 0 1,404 0 0 0 0 0 0
71 12/330867 M. mucogenicum M. aubagnense 08-jun 19 0 0 0 0 0 0 1,366 1,366 0 0
22 08/26824 M. peregrinum M. setense 08-jun 17 0 0 0 0 0 0 0 0 1,346 0
72 14/231453 M. xenopi M. xenopi 21-may 29 0 0 0 0 1,907 1,894 1,906 1,907 0 0
73 14/215885 M. xenopi M. xenopi 21-may 53 0 0 0 0 1,913 2,01 1,981 2,01 1,99 1,97
30 13/302705 M.mucogenicum M. mucogenicum 08-jun 17 0 1,606 0 1,606 0 1,758 0 1,758 0 0
68 14/240471 M. canariasense 22-may 42 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
67 14/216092 M. lentiflavum 22-may 37 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
91 14/209511 M. madagascariense M. pulveris/M. marinum 24-may 32 1,252 0 0 1,252 0 0 1,417 1,417 0 0
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NM: número cepa MALDI-TOF. NLAB: número de Laboratorio. DPR: día de protocolo realizado. DI: días de incubación. PT: protocolos (A-B-C). verde (score 
≥ 2), amarillo (score 1,7-1,999), rojo (score 0,001-1,699), negro (0). 
 
 
Micobacteria PT A PT A PT A PT A PT B PT B PT B PT B PT C PT C
NM NLAB Identificación por métodos de rutina Identificación mediante MALDI-TOF DPR DI 1er R 2do R 3er R VM 1er R 2do R 3er R VM 1er R 2do R
59 13/278956 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) 24-may 12 0 0 0 0 0 0 1,474 1,474 0 0
60 13/220287 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex  (M. bovis) 24-may 12 0 0 0 0 0 0 1,794 1,794 0 0
61 14/236527 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) 21-may 60 2,075 2,064 2,126 2,126 1,861 1,989 1,905 1,989 1,668 1,954
62 14/241439 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) 20-may 34 2,16 1,928 2,129 2,16 1,961 1,955 2,1 2,1 0 0
63 14/246484 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) 20-may 37 0 0 0 0 1,991 0 0 1,991 0 0
64 14/254493 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) 21-may 21 2,15 2,019 2,132 2,15 1,827 1,922 1,998 1,998 0 1,83
65 14/253948 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) 21-may 21 0 0 0 0 1,957 1,983 2,011 2,011 0 0
69 14/257795 M. tuberculosis complex 22-may 27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
77 14/257252 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) 21-may 9 0 0 0 0 0 2,18 2,141 2,18 2,187 0
78 14/251440 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M. bovis) 21-may 28 0 0 0 0 0 1,905 2,019 2,019 0 0
81 14/240196 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M.tuberculosis) 22-may 22 0 1,371 0 1,371 1,804 1,922 1,918 1,922 0 0
82 14/255275 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M.tuberculosis) 22-may 17 0 0 0 0 1,986 1,911 1,982 1,986 1,81 1,923
83 14/258398 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M.tuberculosis) 22-may 10 0 0 0 0 2,172 1,933 1,998 2,172 2,017 0
87 14/253962 M. tuberculosis complex M.tuberculosis complex ( M. bovis) 06-jun 21 2,027 0 0 2,027 1,693 1,493 1,946 1,946 0 0
88 14/264235 M. tuberculosis complex M.tuberculosis complex ( M. bovis) 06-jun 14 0 0 0 0 0 1,813 2,049 2,049 0 0
89 14/256559 M. tuberculosis complex  06-jun 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
93 14/259260 M. tuberculosis complex M.tuberculosis complex (M. tuberculosis) 24-may 12 0 0 0 0 0 1,668 1,731 1,731 0 0
94 14/252582 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M. bovis) 24-may 29 0 0 0 0 0 1,386 0 1,386 0 0
95 14/259261 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) 24-may 42 0 0 0 0 0 1,495 0 1,495 0 0
96 14/257795 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) 06-jun 24 0 0 0 0 0 0 1,863 1,863 0 1,789
1 13/337349 M. tuberculosis complex (BCG) M. tuberculosis complex (M.bovis) 02-jun 13 0 0 0 0 1,3 0 0 1,3 0 0
2 13/338003 M. tuberculosis complex (BCG) M. tuberculosis complex (M.bovis) 02-jun 13 0 0 0 0 0 1,509 0 1,509 0 0
42 13/291855 M. tuberculosis complex (M. bovis) M. tuberculosis complex (M.bovis) 08-jun 17 0 0 0 0 1,319 0 0 1,319 0 0
41 EMB-R 2337R M. tuberculosis complex (M. canetti) M. tuberculosis complex (M.bovis) 08-jun 17 0 0 0 0 1,9 1,244 0 1,9 0 0
3 13/287377 M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) M. tuberculosis complex (M.bovis) 08-jun 19 0 0 1,348 1,348 0 1,616 0 1,616 0 0
4 13/309825 M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) 06-jun 17 0 0 0 0 0 0 1,844 1,844 0 0
5 13/323862 M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) 06-jun 17 0 0 0 0 1,519 1,348 1,783 1,783 0 0
43 13/290805 M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) M. tuberculosis complex (M. tuberculosis) 08-jun 17 0 0 0 0 0 1,978 0 1,978 1,912 2,023
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9.5. Informe de Resultados 
9.5.1. Resultados generales 
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9.5.2. Resultado individual 
 
 
 
